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RESUMO

As plantas representam uma importante fonte de produtos naturais com uma grande diversidade
estrutural e de propriedades gquimico-bioldgicas. Coutarea hexandra (quina-quina) é uma
espécie da familia Rubiaceae, na medicina popular, seu extrato aquoso é utilizado no combate
a dor, inflamacdo, como diurético e abortivo. Quanto ao perfil quimico, relata-se
triterpenos/esteroides, flavonoides, polifendis, taninos condensados, alcaloides e cumarinas.
Annona rugulosa (anona) é uma espécie da familia Annonaceae, suas folhas ja demonstraram
significativa atividade antiproliferativa sobre células HeLa. Seu perfil quimico é constituido de
esteroides, alcaloides e acetogeninas. Dessa forma, este trabalho descreve os constituintes
quimicos, o potencial antioxidante, teor de flavonoides totais e toxicidade das espécies
Coutarea hexandra (Rubiaceae) e Annona rugulosa (Annonaceae) a fim de contribuir para o
conhecimento quimico-biolégico das mesmas. O procedimento consistiu na realizacdo de
Cromatografia em Camada Delgada (CCD), testes fitoquimicos, extracdo &cido-base,
Cromatografia Preparativa (CP), Cromatografia em Coluna (CC), avaliagdo do teor de
flavonoides totais, atividade antioxidante pelo método de sequestro de radicais livres (DPPH?®)
e toxicidade frente a Artemia salina. A CCD sugeriu a presenca de flavonoides, terpenoides,
acucares e cumarinas. Os testes fitoquimicos para a C. hexandra, evidenciaram a presenca de
taninos flobaténicos, chalconas e auronas, quinonas, esteroides livres, heterosideos
saponininicos, alcaloides e cumarinas, para a A. rugulosa destacaram-se as classes de taninos
flobaténicos, flavonois, heterosideos saponinicos, alcaloides e cumarinas. Os extratos EECQ
(caule/quina-quina), EEFQ (folhas/quina-quina), EECA (caule/anona) e EEFA (folhas/anona)
apresentaram teor de flavonoides totais iguais a 61,38 + 0,11; 146,96 + 1,01; 27,08 £ 0,58 e
105,44 £ 2,11 (mg de ER/ g de extrato), respectivamente. A atividade antioxidante (AA%) para
0 EEFQ (250 pg.mL?) foi considerada forte, pois apresentou AA% de 75,966 + 5,59 e CEso de
144,20 pg.mL* + 21,63. Os extratos EECQ (CLsp = 4168,69 pg.mL?), EEFQ (CLso =
80005,71 pug.mL"1) e EEFA ( CLso = 1570,36 pug.mL™) foram considerados atdxicos, enquanto
0 EECA apresentou moderada toxicidade CLso = 199,75 (ug.mL™). A extracédo acido-base dos
do EECQ e EECA forneceram as substancias 1 (10,2 mg), 2 (27,2 mg) e 3 (11,4 mg). As analises
qualitativas por CCD dessas substancias sugerem a identificagdo de um composto fendlico

(flavonoide ou cumarina), um terpeno e uma outra cumarina, respectivamente.

Palavras-chave: Quina-quina. Anona. Metabolitos secundarios. Toxicidade



ABSTRACT

Plants represent an important source of natural products with an big structural diversity and
chemical-biological properties. Coutarea hexandra (quina-quina) is a species of the Rubiaceae
family, in folk medicine, its aqueous extract is used in combating pain, inflammation, as diuretic
and abortifacient. As for the chemical profile, it is reported that triterpenes/steroids, flavonoids,
polyphenols, condensed tannins, alkaloids and coumarins. Annona rugulosa (anona) is a
species of the Annonaceae family, its leaves have already demonstrated significant
antiproliferative activity on HeLa cells. Its chemical profile is made up of steroids, alkaloids
and acetogenins. Thus, this work describes the chemical constituents, antioxidant potential,
total flavonoid content and toxicity of the species Coutarea hexandra (Rubiaceae) and Annona
rugulosa (Annonaceae) in order to contribute to the chemical-biological knowledge of the
same. The procedure consisted of performing Thin Layer Chromatography (TCD),
phytochemical tests, acid-base extraction, Column Chromatography (CC), Preparative
Chromatography (PC), evaluation of total flavonoid content, antioxidant activity by the free
radical scavenging method (DPPH?¢) and toxicity against Artemia salina. The CCD suggested
the presence of flavonoids, terpenoids, sugars and coumarins. Phytochemical tests for C.
hexandra showed the presence of phlobatenic tannins, chalcones and aurones, quinones, free
steroids, saponin heterosides, alkaloids and coumarins stood out. For 4. rugulosa the classes of
tannins, phlobatenics, flavonols, saponinic heterosides, alkaloids and coumarins stood out. The
EECQ (stem/quina-quina), EEFQ (leaves/quina-quina), EECA (stem/anona) and EEFA
(leaves/anona) extracts showed total flavonoid content equal to 61.38 £ 0.11; 146.96 + 1.01;
27.08+0.58 and 105.44 +2.11 (mg RE/g extract), respectively. The antioxidant activity (AA%)
for EEFQ (250 ug.mL") was considered strong, as it presented AA% of 75.966 + 5.59 and ECso
of 144.20 pg.mL-1 + 21.63. The extracts EECQ (CLso = 4168.69 ug.mL"), EEFQ (CLs =
80005.71 ug.mL™") and EEFA (CLso = 1570.36 pg.mL"!) were considered nontoxic, while
EECA showed moderate toxicity (LCso = 199.75 pg.mL™"). Acid-base extraction from EECQ
and EECA esit provided substances 1 (10.2 mg), 2 (27.2 mg) 3 (11.4 mg). Qualitative analyses
by CCD of these substances suggest the identification of a phenolic compound (flavonoid or

coumarin), a terpene and another coumarin, respectively.

Keywords: Quina-quina. Anona. Secondary metabolites. Toxicity
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1 INTRODUCAO

Nas civilizagdes antigas, havia uma dependéncia fundamental entre os seres humanos e
a natureza. Dessa forma, utilizava-se principalmente das plantas medicinais para cura. O
conhecimento dos beneficios associados ao uso dessas plantas € tdo antigo quanto a propria
histéria humana e ndo se sabe ao certo quando exatamente surgiu. No entanto, sabe-se que
surgiu ao passo que o homem primitivo tentava suprir suas necessidades basicas por meio de
casualidades, tentativas e observacdes, sendo esses os pilares do empirismo (ALMEIDA, 2011).

As observacgdes populares a respeito da utilizacdo de plantas medicinais contribuem
relevantemente para a divulgacdo das propriedades terapéuticas dos vegetais. 1sso ocasiona o
acumulo secular de informacdes terapéuticas, validadas pela pratica de consumo de
fitoterapicos em todo o mundo. Ademais, apesar dessas informagdes, muitas vezes ndo se tem
0 conhecimento da composicdo quimica dessas plantas, o que, de certa forma, desperta o
interesse de pesquisadores da area de Quimica de Produtos Naturais (QPN) a identificarem e
caracterizarem tais constituintes (metabdlitos secundarios), 0s quais sdo 0s responsaveis pelas
propriedades bioldgicas das plantas (MACIEL et al., 2002).

No Brasil, a QPN é a area da quimica mais antiga, agregando um grande namero de
pesquisadores (PINTO et al., 2002). Existe uma inacreditavel diversidade estrutural e de
propriedades quimico-bioldgicas dos produtos naturais, onde as plantas representam uma
importante fonte desses produtos, muitos dos quais até servem de modelos para a sintese de um
grande nimero de farmacos. Vale ressaltar, que apesar dos avancos ocorridos nos processos de
sintese, 0 mesmo ainda €é limitado em termos de complexidades estruturais atribuidas as
substancias sintetizadas, ja& os produtos de origem natural tém uma diversidade estrutural
superior (GUERRA; NODARI, 2007).

O desenvolvimento de novos medicamentos a partir dos recursos vegetais representa,
na verdade, um valor econémico-estratégico inestimavel. O Brasil, por apresentar a maior
biodiversidade do mundo, cerca de 20% do total de espécies do planeta, torna-se um pais com
grande potencial para investir nessa atividade (CALIXTO, 2003). Corroborando com isso,
Guerra e Nodari (2007) abordam que a biodiversidade brasileira, em toda a sua complexidade,
nédo € conhecida com precisdo, com um total estimado entre 350.000 e 550.000 espécies, sendo
que mais da metade dessas plantas se encontram em florestas tropicais. Esse fator eleva as
chances de se encontrar produtos naturais com importancia econdmica, como os fitoterapicos e

os fitofarmacos.
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Terra Junior, Maldonado e Arnobio (2015) analisaram os valores de exportagdo e
importacdo de insumos farmacéuticos vegetais no periodo de janeiro de 2002 a dezembro de
2014 e verificaram que o Brasil apresenta grande dependéncia externa. Um verdadeiro
contrassenso para um pais considerado detentor de uma grande biodiversidade. Além do
seguimento farmacologico, o reino vegetal pode contribuir de forma significativa para o
fornecimento de metabdlitos secundarios com grande valor agregado devido a suas aplicacfes
como cosméticos, alimentos e agroquimicos (PINTO et al., 2002).

Assim, o desenvolvimento de pesquisas para explorar as potencialidades das plantas
brasileiras torna-se importante. Segundo Sousa et al. (2017), apenas uma pequena fracdo é
utilizada para pesquisa e desenvolvimento de farmacos. Dessa forma, se faz necessario o estudo
das espécies Coutarea hexandra (Rubiaceae) e Annona rugulosa (Annonaceae), plantas
conhecidas naregido do Delta do Parnaiba por apresentar potenciais terapéuticos. Uma pesquisa
realizada na base de dados do Web of Science demonstrou que essas plantas ainda s&o pouco
estudadas, com 23 artigos atribuidos a espécie Coutarea hexandra, dispostos em categorias
como quimica orgénica (2 artigos), farmacologia (5 artigos) e quimica medicinal (5 artigos). Ja
para a espécie Annona rugulosa apenas 1 artigo abordando o isolamento de constituintes
quimicos do extrato hidroalcodlico das folhas.

A partir disso, percebe-se que ha uma caréncia de estudos envolvendo essas espécies,
principalmente em relacdo a A. rugulosa, o que motivou a realizacdo da pesquisa que, entdo,
busca contribuir com informac@es sobre a constituicdo quimica dessas plantas, bem como seus
potenciais bioldgicos. E com isso, valorizar a biodiversidade do Delta do Parnaiba, uma regido

onde ndo ha nenhum estudo com essas espécies.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 METABOLISMO VEGETAL

O metabolismo é um conjunto de rea¢des quimicas que ocorrem a todo momento nas
células. Enzimas especificas controlam a direcdo dessas reacdes fazendo as mesmas seguirem,
0 que se denomina rotas metabolicas. O objetivo dessas reacGes, inicialmente, é o
aproveitamento dos nutrientes para atender as necessidades basicas das células: energia, poder
redutor e a biossintese das substancias imprescindiveis para a sobrevivéncia do vegetal, as quais
compde o metabolismo primario (DOS SANTOS, 2007).

Os carboidratos, lipideos, proteinas e acidos nucleicos sdo metabdlitos primarios
formados a partir de rotas biossintéticas essencialmente iguais para 0s varios organismos Vvivos,
com pequenas variacdes. Sao unidades basicas constituintes de qualquer matéria viva, portanto
sdo abundantes na natureza. Paralelamente, existe vias que levam a formacéo de compostos de

ocorréncia limitada na natureza, os chamados metabdlitos secundarios (DEWICK, 2009).

2.1.1 Metabdlitos secundarios

No metabolismo secundario vegetal, varios compostos organicos sdo biossintetizados a
partir dos metabolitos primarios. Esses metabdlitos podem ser classificados em trés principais
classes, a dos compostos nitrogenados, compostos fendlicos e terpenos ou terpenoides
(DELBONE; LANDO, 2010 apud CUNHA et al., 2016). Como caracteristicas, apresentam
estruturas complexas, baixo peso molecular e propriedades bioldgicas importantes (BERG;
LUBERT, 2008). Nas plantas, desempenham o papel de protecdo contra herbivoros,
microorganismos e raios UV, atracdo de polinizadores ou animais dispersores de sementes e
participacdo em alelopatias (DOS SANTQOS, 2007).

Os compostos nitrogenados englobam os alcaloides, glicosideos cianogénicos e
aminoacidos ndo proteicos, sendo o primeiro grupo, o principal e mais importante. Os alcaloides
compreendem uma classe quimicamente diversa, contendo um atomo de nitrogénio em um ou
mais heterociclos carbonicos e sdo amplamente encontrados em plantas vasculares
(ALMEIDA-BEZERRA et al., 2020). Como o nitrogénio geralmente € uma amina primaria,
secundaria ou terciaria, a maioria dos alcaloides apresenta carater basico. Sdo conhecidos pela

grande aplicabilidade farmacoldgica e, por isso, comumente correspondem aos principios
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ativos em plantas medicinais. A exemplo dessa classe, tem-se a morfina (FIGURA 1)

encontrada na espécie Papaver somniferum (Papaveraceae) (DE REZENDE et al., 2016).

Figura 1. Estrutura da morfina.

Fonte: Adaptado de Henriques et al. (2007).

Quanto a biossintese, que depende do metabolismo primario, esses compostos sao

derivados de duas rotas, a do ciclo do &cido tricarboxilico ou ciclo de Krebs e a rota do acido

chiquimico. Nessas rotas, sdo formados os aminoacidos alifaticos e os aminoacidos aromaticos,

ambos, sdo os precursores dos compostos nitrogenados, como os alcaloides, que sdo formados

por reacdes simples e repetitivas (BORGES; AMORIM, 2020). No esquema a seguir, é possivel

observar, de forma objetiva, a biossintese dessa classe de substancias na célula vegetal:

Figura 2. Rota biossintética simplificada para a formacao dos compostos

nitrogenados.
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|

Acetil-CoA

v

Ciclo de Krebs

|
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N

A

v
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Compostos
nitrogenados

L

v

CO, +
Fotossintese

Eritrose 4-P

Acido chiquimico

v

Aminoacidos

aromaticos

Fonte: Adaptado de Anulika et al. (2016) apud Borges e Amorim (2020).
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A classificacdo dos alcaloides se dar a partir do seu aminoacido precursor, o qual o
confere o esqueleto fundamental da estrutura contendo o(s) atomo(s) de nitrogénio (GOMES,
2017). Dentre os aminoacidos, pode-se citar a lisina e ornitina (alifaticos), a tirosina e triptofano
(aromaticos). A partir da lisina, sdo formados os alcaloides quinolizidinicos, indolizidinicos e
piperidinicos; da ornitina, os tropanico, pirrolidinicos e pirrolizidinicos; da tirosina, 0s
aporfinicos,  tetraidroisoquinolinicos,  isoquinolinicos,  benziltetraidroisoquinolinicos,
morfinanos e o0s protobeberinicos e do triptofano, 0s quinolinicos, P-carbonilicos,
pirroloindolicos, inddlicos e os pirroloquinolinicos (DE REZENDE et al., 2016).

Nos seres humanos, essas substancias produzem respostas fisiologicas e psicoldgicas
como consequéncia da interagdo com neurotransmissores. A variedade estrutural das diferentes
classes esta relacionada com o amplo espectro de atividades biolégicas (FERREIRA, 2016). A
seguir, pode-se observar algumas informagdes sobre precursor, classe, exemplo, fonte e uso de
alguns desses compostos:

Tabela 1. Precursores, classes, exemplos, fontes e uso humano de alcaloides.

Precursor Classe Exemplo Fonte Uso humano
Quinolizidinicos Lupinina Lupinus luteos Restauracéo do ritmo
cardiaco
Lisina Indolizidinicos Castanospermi Castanospermum Antiviral
na australe
Piperidinicos Coniina Cicuta sp. Parada respiratoria
Tropénico Cocaina Erythroxilum coca Anestésico e droga de
abuso
Ornitina
Pirrolidinicos Nicotina Nicotiana tabacum Droga de abuso
Pirrolizidinicos Retronescina Senecio sp. Toxicidade hepatica
Aporfinicos Boldina Peumus boldus Problemas digestivos e
Tirosina hepéticos
Isoquinolinicos Morfina Papaver Potente analgésico
somniferum
Quinolinicos Quinina Cinchona Antimalarico
Triptofano succirubra
Inddlicos Reserpina Rauwolfia Hipertenséo
serpentina

Fonte: Adaptado de De Rezende et al. (2016).

Os compostos fendlicos compreendem a classe de substancias que apresentam pelo
menos um anel aromatico onde, ao menos, um hidrogénio é substituido por um grupo hidroxila.

Sao amplamente distribuidos nas plantas e podem servir como marcador quimiotaxonémico de



20

diversas espécies vegetais, como os flavonoides (CARVALHO; GOSMANN; SCHENKEL,
2007). Essa classe de metabolitos secundarios é essencial para o desenvolvimento da planta,
além de apresentar capacidade de interagir com espécies radicalares, atuando como
antioxidantes naturais (RAMALHO; JORGE, 2006 apud CUNHA et al., 2016).

Na biossintese dos compostos fendlicos, a maioria das substancias € derivadas da
fenilalanina, um aminoacido aromatico, formado na via do acido chiquimico. No entanto, em
algumas espécies de vegetais, a rota do acido maldnico também tem relevancia para a producéo
de tais compostos (BORGES; AMORIM, 2020). Com isso, no esquema a seguir, pode-se

observar, de forma simplificada, a biossintese dos compostos fendlicos:

Figura 3. Rota biossintética simplificada para a formacéo dos compostos

fenolicos.
Metgbqli_smo CO% +
primario Fotossintese
Piruvato | < 1 > | Eritrose 4-P
l Fosfoenolpiruvato

Acetil-CoA

| |

Ciclo de Krebs Acido chiguimico

l l

Acido maldnico Ammo{af:ldos
l aromaticos
v
Compostos
fendlicos

Fonte: Adaptado de Castro et al. (2004) apud Freitas (2018).

Os compostos fendlicos sdo classificados a partir de seus esqueletos principais: fenois
simples e benzoquinonas (C6); acidos fendlicos (C6-C1); acetofenonas e acidos fenilacéticos
(C6-C2); acidos cinamicos e compostos analogos, fenilpropenos, cumarinas, isocumarinas e

cromonas (C6-C3); naftoquinonas (C6-C4); xantonas (C6-C1-C6); estilbenos e antraquinonas
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(C6-C2-C6); flavonoides e isoflavonoides (C6-C3-C6); lignanas (C6-C3)2; diflavonoides (C6-
C3-C6)2; melaninas vegetais (C6)pn; ligininas (C6-C3)n; taninos hidrolisaveis (C6-C1), e taninos
condensados (C6-C3-C6)n. Dentre essas classes, a dos flavonoides € a principal e mais
importante (CARVALHO; GOSMANN; SCHENKEL, 2007).

Os flavonoides sdo substancias aromaticas contendo 15 atomos de carbono no seu
esqueleto basico. A estrutura basica é formada por dois anéis aromaticos (A e B) e um
heterociclo oxigenado (C), caracterizando um sistema C6-C3-C6 (FIGURA 4). Muitos
compostos distintos dessa classe ja foram identificados, a variedade se da pelas diferentes
combinacgdes que grupos metil e hidroxil podem substituir os hidrogénios da estrutura basica
(PEREIRA; CARDOSO, 2012). Essa variedade estrutural faz com que, 0S mesmos,
desempenham muitos papeis no vegetal, como defesa contra herbivoro e patégenos e confere
pigmentos atrativos para polinizadores e dispersores de sementes (BORGES; AMORIM, 2020).

Figura 4. Nucleo basico dos flavonoides e sua numeracéo.

Fonte: Adaptado de Zuanazzi e Montanha (2007).

Os flavonoides, por sua vez, podem ocorrer em diferentes formas sendo classificados
em sete grupos: flavonas, flavanonas, flavonois, flavanonois, isoflavonas, flavanois
(catequinas) e antocianidinas (SHAHIDI; HO, 2007 apud PEREIRA; CARDOSO, 2012). Apesar
da classificacdo, a maioria apresenta 15 &tomos de carbono no ndcleo fundamental das duas
fenilas unidas por trés carbonos, frequentemente estdo oxigenados e uma grande parte
conjugados com agucares (ZUANAZZI; MONTANHA, 2007).

Os terpenos ou terpenoides formam uma grande familia de produtos naturais,
estruturalmente diversa, derivados do isopreno (C5) (Figura 5). As unidades de isopreno se
unem de ponta a ponta gerando estruturas com esqueletos representados basicamente por (C5)n

(DEWICK, 2009). Quimicamente, os terpenos designam as estruturas definidas como “alcenos



22

naturais” contendo apenas carbono e hidrogénio, no entanto, quando ha atomos de oxigénio
como em grupos acidos, alcoois, aldeidos, cetonas, éteres, fenois ou epoxido terpénicos, essas

substancias passam a ser chamadas de terpenoides (FELIPE et al., 2017).

Figura 5. Estrutura do isopreno.

Z

Fonte: Adaptado de Oliveira (2019).

Os terpenos sdo formados a partir da rota do &cido mevaldnico (MVA), proveniente da
unido de unidades de acetil-CoA e da rota do meritritol fosfato (MEP), proveniente de unidades
de piruvato e gliceraldeido-3P. Ambas as rotas MVVA e MEP, originam os precursores imediatos
dessa classe, o pirofosfato de isopentenila (IPP) e o pirofosfato de dimetilalila (DMAPP)
(CONNOLLY:; HILL, 1991 apud FERREIRA, 2014). A seguir, é possivel observar na Figura

6 0 esquema da biossintese simplificada para a formacéo dos terpenos.

Figura 6. Rota biossintética simplificada para a formacéao dos terpenos.

Metgboll i_smo CO% +
primario Fotossintese
Piruvato | < »| Gliceraldeido-3P
} }

Acetil-CoA > Via MEP
} }
Via MVA —> | IPP
}

Terpenos <«—L— DMAPP

Fonte: Adaptado Dewick (2009) e Castro et al. (2004) apud Freitas (2018).
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Os terpenos séo classificados de acordo com o nimero de unidades isoprénicas (C5)
unidas para a formacdo da estrutura do composto. Desta forma, podem ser divididos em
monoterpenos (10C), sesquiterpenos (15C) (volateis), diterpenos (20C), sesterpenos (25C),
triterpenos (30C), tetraterpenos (40C) e os politerpenos (>40C) (ndo volateis) (HEMMERLIN
et al., 2012 apud KORTBEEK; GRAGT; BLEEKER, 2019). Na Tabela 2 a seguir, observa-se

a condensacao das unidades de isopreno, a classificacéo e exemplos de cada classe dos terpenos:

Tabela 2. Condensacéao das unidades isoprénicas na formacéo das classes dos terpenos e exemplos.

N° de
unidades de N° de 4&tomos de carbono Classe Exemplo
isopreno

2 Monoterpenos Limoneno
3 15 W Sesquiterpeno Farneseno

S

4 2 W Diterpenos Esteviosideo

5 25 W\/k/ Sesterpenos Ofiobolina A
6 20 WM Triterpenos Esqualeno
10 MM\W/L/ Tetraterpenos B-Caroteno
{ )v} Politerpenos Latex
n >40 n

Fonte: Adaptado de Simdes e Spitzer (2007), Felipe et al. (2017) e Dewick (2009).

Nos vegetais, 0s terpenos desempenham diversas fun¢es, como 0s monoterpenos que
atuam para a atracdo de insetos polinizadores e 0s sesquiterpenos com atividades inseticida e
antibacteriana, ambos 0s grupos sao constituintes dos 6leos essenciais das plantas (OLIVEIRA,
2008 apud SOUZA, 2017). Os diterpenos, podem atuar como hormonios na germinagao de
sementes, alongamento caulinar e expansdo de frutos de muitas espécies (VIZZOTTO,;
KROLOW,; WEBER, 2010). Os triterpenos (esterois) podem atuar como horménios e
componentes de membrana, os tetraterpenos (carotenoides) como pigmentos fotossintéticos e
antioxidantes (KESSLER; BALDWIN, 2001 apud FARIAS, 2019). Além disso, representam
um consideravel valor comercial nas inddstrias farmacéuticas, cosmética e alimenticia (DE
MOURA; MARTINS; DA SILVA, 2019).

2.2 TAXONOMIA DAS ESPECIES ESTUDADAS
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A taxonomia vegetal é o ramo da ciéncia responsavel pela classificacdo, nomeagao e
identificacdo das espécies vegetais (LOPES; SILVANO; BEGOSSI, 2010). O agrupamento das
espécies é feito de acordo com o seu grau de semelhanca, de forma a buscar relacdes de
parentesco entre as espécies que existem e seus ancestrais extintos (GOMES et al., 2017). Saber
0 nome cientifico da espécie é a base para qualquer investigacéo cientifica, assim varios estudos
em diferentes lugares ou épocas podem ser realizados e atribuidos a mesma planta. Na
taxonomia, 0 nome da espécie designa-se pelo nome do género seguido de um epiteto
especifico, com ambos os termos escrito em italico. Um conjunto de espécies semelhantes é
designado género, por sua vez, 0s géneros semelhantes sdo agrupados em familias, as quais
recebem o nome do género mais antigo, seguido do sufixo “aceae” (MARTINS-DA-SILVA et
al., 2014).

2.2.1 Familia Rubiaceae

Essa familia ocupa o quarto lugar em diversidade entre as Angiospermas, contando,
atualmente, com 13.765 espéciesagrupadas em 611 géneros, apesar disso, acredita-se que ainda
existam 3 mil espécies desconhecidas para a ciéncia, 0 que eleva a estimativa para mais de 16
mil espécies. A familia compreende ervas, arbustos, arvoretas, arvores de médio porte e mais
raramente lianas ou epifitas. No Brasil, esta entre as dez familias mais diversa da flora, com
cerca de 126 géneros e 1.406 espécies, ocorrendo no Nordeste, 83 géneros compreendendo 412
espécies (FONSECA et al., 2020). E considerada uma das familias mais importantes da flora
brasileira para fins terapéuticos, mas também economicamente e ornamentalmente (SOUSA;
CHAVES, 2019).

2.2.2 Género Coutarea

Para 0 género Coutarea, a maioria dos estudos refere-se a sua distribuicdo, filogenia e
ecologia. Na América Latina, do México a Argentina, consta-se distribuidos seis espécies desse
género e, apenas duas delas, a C. latiflora e C. hexandra, sdo utilizadas na medicina popular.
Dentre as atividades biologicas relatadas, estdo: abortiva, antimalarica, anti-inflamatoria e
antidiabética. Ja nos estudos referentes a constituicdo quimica, é relatado a presenca de

flavonoides, cumarinas e derivados de cucurbitacinas (LIMA, 2009).
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2.2.3 Espécie Coutarea hexandra

Coutarea hexandra (FIGURA 7) é uma planta arborea amplamente distribuida no
Brasil, principalmente em regifes Umidas da Amazonia e Mata Atlantica. Essa espécie se
apresenta como uma arvore de 3 a 5 metros de altura, tronco tortuoso e copa globosa, com
inflorescéncia résea motivando seu uso como planta ornamental (CARVALHO, 2009).
Popularmente, é conhecida como: “quina-quina” no Nordeste, “murta-do-mato” em Minas
Gerais e “quina-quina-branca, quina-do-Pard, quina-do-Piaui e amora-do-mato” em Sao Paulo
(LIMA, 2009).

Figura 7. Coutarea hexandra (Jacq.) k. Schum.

Fonte: Carvalho (2009).

Na medicina popular, o cha da entrecasca é bastante utilizado no combate a dor e a
inflamacao e como diurético e abortivo (LUCENA et al., 2006). Além disso, ha indica¢es em
estudos etnomédicos das cascas do caule para febre intermitente, pedras na vesicula ou
problemas digestivos, colicas, possuindo também propriedades antitérmica e antimalarica. E
importante ressaltar a propriedade antimalarica dessa planta demonstrada em pacientes com a
doenca sob observacdo clinica. O Dr. Monteiro da Silva relata a cura da malaria através da
Coutarea hexandra, alguns casos sdo descritos no livro de botanica médica cearense do Dr.
Francisco Dias da Rocha (BOTSARIS, 2007). Corroborando com isso, no municipio de
Vilhena, em Rond6nia, os moradores utilizam as cascas de quina-quina para tratar dor de
barriga e febre (LIMA; MAGALHAES; DOS SANTOS, 2011). Na Tabela 3 a seguir, pode-se

observar as propriedades bioldgicas verificadas para essa espécie:
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Tabela 3. Atividades bioldgicas relatadas na espécie Coutarea hexandra.

Atividade/Concentracao ou doses Parte da planta Extratos Referéncias
Antimicrobiana
-Bactérias: Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis e Bordetella
bronchiseptica (500 pg/mL); Casca do caule MeOH Avratjo et al., 1988.
-Fungos:  Trichophyton  rubrum e
Microsporum canis (500 pg/mL);
-Levedura: Cryptococcus neoformans (500
pg/mL).
Anti-inflamatoria Almeida; Santana;
IG, ratos, 500 pg/Kg vs. Carragenina Casca do caule EtOH (95%) Mello, 1991 apud
Lima, 20009.
Antinociceptivo
Camundongos e ratos (100, 200 e 400 Entrecasca Aquoso Lucena et al., 2006.
mg/Kg)
Antiedematogénica
Camundongos Raizes EtOH (90%) Lima, 20009.
0,6; 1,0; 0,05 mg/orelha vs. Oleo de créton
Antioxidante
-EEC? (ICs 87,46 pg/mL) Casca do caule e EtOH (95%) Nunes et al., 2012,
-EEF® (ICs50 99,57 pg/mL) Folhas
-EEC? (ICs 43,78 pg/mL)
-EEF® (ICs0 12,24 po/mL) Raizes, folhas e EtOH (90%) Lima, 20009.
-EER® (ICs 46,05; 27,82; 20,58; 14,81, casca o caule
12,69 pg/mL) vs. DPPH
Anticolinesterasica
ICs0 46,05; 27,82; 14,81; 12,69 pg/mL vs. Raizes EtOH (90%) Lima, 2009.
Enzima AChE®
Mutagénica
S. Typhimurium TA98 Casca do caule e EtOH (95%) Nunes et al., 2012.

(2,06; 4,12; 8,25; 12,37 e 16,50 mg/placa)

Folhas

Moluscicida Silva; Sousa;
Biophalaria straminea (100 ppm) Casca do caule Aquoso quente  Rouquayrol, 1971 apud
Lima, 2009.
Citotoxica
Cultura de células (DEsp 1,8 pg/mL CA- - EtOH (95%) Suffness et al., 1988.
9KB)
Nascimento; Mello;
Cultura de células (DEsp 11 pg/mL CA- - Fracéo Chiappeta, 1985 apud

9KB)

cromatografica

Lima, 2009.

Efeito téxico

- IP, ratos, 200 pg/Kg, Leuk-P388; 112 - EtOH (95%) Suffness et al., 1988.
1g/Kg, Colon 38; 200 ug/Kg, Melanoma-
B16
Aedes aegypti (periodo pupal) Casca do caule EtOH (90%) Candido; Cavalcante;

30, 60, 125, 250 e 500 mg/mL

Beserra, 2013.

Fonte: O autor (2021).
a: Extrato Etanolico do Caule; b: Extrato Etandlico das Folhas; c: Extrato Etandlico das Raizes; d: Enzima
acetilcolinesterase.

Ja em relacdo ao perfil quimico, Olmebo et al. (2007) destaca que os constituintes
quimicos mais comuns isolados de Coutarea hexandra sdo as fenilcumarinas. Além disso,
Nunes et al. (2012) avaliou o perfil fitoquimico dos extratos etanolico do caule (EEC) e folhas

(EEF) dessa planta a partir de cromatografia em silica gel GF 254 e Cromatografia Liquida de
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Alta Eficiéncia (CLAE) evidenciando a presenca de triterpenos/esteroides, flavonoides,
polifendis e taninos condensados em ambos os extratos, ja alcaloides e cumarinas foram
detectados apenas no EEC. Carvalho (2009) corrobora com essas evidéncias em seu estudo

através de Cromatografia em Camada Delgada CCD. Na Tabela 4 abaixo, é possivel verificar

0s constituintes ja relatados para esta espécie seguida das formulas estruturais na Figura 8.

Tabela 4. Constituintes quimicos relatados na espécie Coutarea hexandra.

Substancias Parte da planta Extratos Referéncias
1. 3°,4’-Diidroxi-5,7-dimetoxi-4-fenilcumarina Caule Benzénico  Monache et al., 1983.
2. 3’-Hidroxi-4’,5,7-trimetoxi-4-fenilcumarina Caule Benzénico Monache et al., 1983.
3. 4’-Hidroxi-5,7-dimetoxi-4-fenilcumarina Caule Benzénico  Monache et al., 1983.
4. 4’ 5,7-Trimetoxi-4-fenilcumarina Caule Benzénico  Monache et al., 1983.
Raizes EtOH (90%) Lima, 20009.
5. Coutareagenina Casca do caule MetOH Reher et al., 1983.
6. 5,7-Dimetoxi-3’,4’metilenodioxi-4- Caule Benzénico  Monache; Botta;
fenilcumarina Lima, 1984.
7. 8-Hidroxi-4’,5,7-trimetoxi-4-fenilcumarina Caule Benzénico  Monache et al., 1987.
Raizes EtOH (90%) Lima, 2009.
8. 5,7,8,4’-Tetrametoxi-4-fenilcumarina Caule Benzénico  Monache et al., 1987.
9. 3°,4°,5-Triidroxi-7-metoxi-neoflavona - - linuma et al., 1987.
10. 2°,5’,5,7-Tetraacetoxi-4-fenilcumarina Casca do caule MetOH Avraujo, 1986 apud
Araljo et al., 1988.
Avraujo; Paulo, 1986
11. Celotenina Casca do caule MetOH apud Aradjo et al.
1988.
12. 5-O-(B-D-Glicopiranosil)-7,3,4’-triidroxi-4- Caule MetOH Aquino et al., 1988.
fenilcumarina
13.  5-O-(B-D-Glicopiranosil)-7-metoxi-3’,4’- Caule MetOH Aquino et al., 1988.
diidroxi-4-fenilcumarina
14. 5-O-[B-D-Apiofuranosil-(1—6)-p-
glicopiranosil]-7-metoxi-3’,4’-diidroxi-4- Caule MetOH Aquino et al., 1988.
fenilcumarina
15. 5-O-[B-D-Xilopiranosil-(1—6)-B- Caule MetOH Aquino et al., 1988.
glicopiranosil]-7,3°,4’-triidroxi-4-fenilcumarina
16. 3°,4°,7-Triidroxi-5-metoxi-neoflavona Caule - Monache et al., 1989
apud Lima, 2009.
17. 8-Hidroxi-3’,4’,5,7-tetrametoxi-4- - MetOH D’agostino et al.,
fenilcumarina 1989a.
18. 3’ 4°,8-Triidroxi-5,7-dimetoxi-4- Caule MetOH D’agostino et al.,
fenilcumarina 1989b.
19. 3’ 8-Diidroxi-4,5,7-trimetoxi-4- Caule Benzénico Monache et al., 1990.
fenilcumarina
Caule MetOH D’agostino et al.,
1990
20. 3’-Hidroxi-4’,5,7,8-tetrametoxi-4- Caule Benzénico  Monache et al., 1990.

fenilcumarina
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21. 5-O-B-D-Glicopiranosil-7-metoxi-4’- Frutos EtOH (80%) Olmedo et al., 2007.
hidroxi-4-fenilcumarina

22. 5-O-B-D-Galactopiranosil-7-metoxi-4’- Frutos EtOH (80%) Olmedo et al., 2007.
hidroxi-4-fenilcumarina

23. 3’,4’-Diidroxi-5,7,8-trimetoxi-4- Raizes EtOH (90%) Lima, 20009.
fenilcumarina

24, 5,7-Dimetoxi-4-(3-hidroxi-4- Raizes EtOH (90%) Lima, 20009.
metoxifenil)cumarina

25. 5-Hidroxi-7-metoxi-4-(p- Raizes EtOH (90%) Lima, 20009.

hidroxifenil)cumarina:

26.

Acido ascorbico

Casca do caule - Giral e Aguilar, 1953

apud Lima, 20009.

27. 23,24-Diidrocucurbitacina F Frutos EtOH (80%) Olmedo et al., 2007.

28. 23,24-Diidro-25-acetilcucurbitacina F Frutos EtOH (80%) Olmedo et al., 2007.
Raizes EtOH (90%) Lima, 2009

29. 2-O-B-D-Glicopiranosil-23,24- Frutos EtOH (80%) Olmedo et al., 2007.

diidrocucurbitacina F

30. 2p,3a-Diidroxi-11,16-dioxo- Raizes EtOH (90%) Lima, 2009.

octanorcucurbit-5-eno

31. Sitosterol Raizes EtOH (90%) Lima, 20009.

32. Estigmasterol Raizes EtOH (90%) Lima, 20009.

33. Sitostenona Raizes EtOH (90%) Lima, 2009.

34. 2,3a-Diidroxi-11-0x0-5-roseno Raizes EtOH (90%) Lima, 2009.

Fonte: O autor (2021).

Figura 8. Estruturas dos compostos relatados na espécie Coutarea hexandra.

1: R1, R; = OMeg; R3, R4, R7 = H; Rs, Rg = OH
2: R1, Ry, Rg = OMe; Rs = OH; R3, R4, R7=H
3: R1, R,= OMe; Rs, R4, Rs, Rz=HRs = OH
4: Ry, Ry, Rg = OMe; Rs, R4, Rs, R7=H

5: R1, R4, R7= OH; R, = OMe, R3, Rs, Rg= H
6: R1, R,=OMe; R3, R4, R7=H; Rs5, R =
OCH0

7: R1, Rz, Rg = OMe, R3 = OH; Ry, Rs, R, = H

8:
9:

Ri1, Rz, R3, Rg = OMe; R4, Rs, R7=H
Ri1, Rs, Rs = OH; R, = OMe; R3, R4, R7=H

10: R1, Rz, R4, R7 = OAc; R3, Rs, Rg = H

11: Ry, Ry, Rs5, R¢ = OH; R3, R4, R7=H

12: Ry = O-B-D-Glc; Ry, Rs, Rs = OH; R3, R4, R7

13: Ry = O-B-D-Glc; R, = OMe; Rs, Rg = OH; R3, R4, R7 =
H

14: Ry = O-B-D-Ap-(1—6)-p-CGlc; R, = OMe; Rs, Rg = OH;
Rs3, R4, R7=H

15: Ry = O-B-D-Xil-(1—6)-B-Glc; Ry, Rs, Rs = OH; R3, Ra,
R;=H

16: R; = OMe; Ry, Rs, R = OH; R3, Ry, Ry = H

17: Ry, Ry, Rs, Rg = OMe; R3 = OH; Ry, Ry = H

18: R;, R, = OMe; R3, R5, Rg = OH; Ry, Ry = H

19: Ry, Rz, R¢= OMe; R3, Rs = OH; R4, R7 = H

20: Ry, Ry, R3, R = OMe; Rs = OH; R4, R7=H

21: R; = O-B-D-Glc; R, = OMe; R3, R4, Rs, R7 = H; Rg = OH
22: Ry = O-p-D-Gal; R, = OMe; R3, R4, Rs, R7=H; Rg = OH
23: Ry, Rz, R3= OMe; R4, R7 = H; Rs, Rg = OH

24: Ry, Ry, R = OMe; R3, R4, R7=H; Rs = OH

25: Ry, Rg = OH; R, = OMe; R3, R4, Rs, R7 = H
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Dentre os compostos relatados, alguns foram avaliados quanto seu potencial biologico.
E o caso das substancias 4, 24, 25 e 28 avaliadas quanto a atividade anti-inflamatoria cutanea
frente a aplicacdo tépica do 6leo de créton (0,6 mg/orelha) em camundongos, onde verificou-
se uma inibicdo do edema, de 35,0%; 19,0 %; 67,0 % e 30,0%, respectivamente. As substancias
23 e 25 foram avaliadas em relacéo a atividade antioxidante frente ao DPPH, obtendo-se 20,85
+ 0,53 pg/mL e 43, 70 £ 0,21 pg/mL, valores de Clso comparaveis aos do acido ascorbico e
acido galico, respectivamente. O diterpeno 34 foi avaliado quanto a sua atividade
anticolinesterasica, em ensaios preliminares, onde houve a inibicdo da enzima, obtendo-se um
resultado positivo, apesar disso, ainda se faz necessario ensaios quantitativos para a
confirmacdo dessa atividade (Lima, 2009).

Araujo et al. (1988), avaliou a substancia 10 quanto ao seu potencial antimicrobiano e
obteve, na concentracdo de 25 pg/mL, acao efetiva contra as bactérias Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis e Bordetella bronchiseptica, os fungos Trichophyton rubrum e
Microsporum canis e contra a levedura Cryptococcus neoformans. Enguanto que, na
concentracdo de 12,5 pg/mL, causou uma inibicdo completa contra a bactéria S. epidermidis.

A atividade citotoxica também foi avaliada para as substancias 21, 22, 27, 28 e 29 contra
as linhas de células humanas cancerigenas MCF-7, H-460 e SF-268 in vitro. Foi observado
apenas um efeito moderado para a substancia 27: Glsg (ug/mL) 1,9 MCF-7; 2,6 H-460; 3,7 SF-
268 e 29: Glso (Lg/mL) 6,3 MCF-7; 8,7 H-460 (OLMEDO, et al., 2007).

2.2.4 Familia Annonaceae

Annonaceae representa uma grande familia pantropical de arvores e lianas
(COUVREUR et al., 2011). E a maior familia da ordem Magnoliales com 112 géneros e 2.440
especies, dos quais 29 géneros e 385 espécies ocorrem no Brasil, com consideravel riqueza de
espécies principalmente nas florestas Amazonica e Atlantica (LOBAO, 2016). Com base na
morfologia e habitat, as espécies sdo homogéneas em termos de fonte de frutas e dleos
comestiveis, e muitas das espécies sdo utilizadas na medicina popular para tratar varios tipos
de tumores e canceres. Alguns 6leos de sementes de certas plantas sdo usados na producéo de
sabdo, as flores de algumas espécies sao utilizadas na perfumaria e por estas razdes, a familia

apresenta importancia economica (BIBA et al., 2014).
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2.2.5 Género Annona

Esse género compreende cerca de 162 espécies de arvores e arbustos, 60 destas espécies
podem ser encontradas nas florestas brasileiras. E considerado o género mais importante da
familia (DA SILVA ALMEIDA et al., 2014). Isso, pelo fato de as plantas serem largamente
utilizadas na medicina popular devido a ampla gama de propriedades medicinais. Quanto a
composicao quimica, esse género é caracterizado pela bioproducéo de esteroides, flavonoides,

peptideos, diterpenos, alcaloides e acetogeninas (PAES et al., 2016).

2.2.6 Espécie Annona rugulosa

Annona rugulosa (FIGURA 9) € uma espécie encontrada na Mata Atlantica, que pode
chegar a 12m de altura e 40cm de didmetro. Possui varios nomes populares, que variam como
“araticum-de-porco”, ‘“araticum-verde”, ‘“araticum-de-comer”, “araticum” ¢ “anona”
(VENDRAMIN et al., 2013). Esta espécie pode ser encontrada na literatura também pela
sinonimia botéanica Rollinia rugulosa. E considerada uma planta arborea nativa, empregada na
medicina popular como diurético, antiinfeccioso e a infusdo das folhas no tratamento de dores
renais e infeccOes de garganta (DUARTE; OLIVEIRA; SOUZA, 2016; DICKEL; RATES;

RITTER, 2007 apud BRUGINSKI, 2016).

Figura 9. Annona Rugulosa (Schltdl.) H.Rainer.

Fonte: Rolim e Reis (2016).

O extrato etandlico das folhas desta espécie mostrou significativa atividade
antiproliferativa sobre células HelLa, este resultado pode estar relacionado a sinergia de acao

entre os alcaloides e outros metabolitos presentes no extrato. Além disso, sugere-se que este
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extrato possa ser utilizado como adjuvante no tratamento de cancer cervical, pois 0 mesmo foi
capaz de potencializar a acéo citotoxica do alcaloide vincristina (PAULA, 2019).

A partir do extrato hidroalcodlico (EtOH/H20 70:30 v/v) das folhas, Vendramin et al.,
(2013) isolou 15 substancias, sendo elas identificadas como, esteroides: sitosterol (1) e
estigmasterol (2); alcaloides aporfinicos: anonaina (7), nornantenina (8), N-nornuciferina (9),
xilopina (10), norisocordina (11), litseferina (12), asimilobina (13) e isoboldina (4); alcaloides
oxoaporfinicos: lanuginosina (5) e liriodenina (6); alcaloides benziltetraidroisoquinolinicos:
magnococlina (3), reticulina (14) e N-metilcoclaurina (15). As estruturas desses compostos
podem ser verificadas na Figura 10.

Todos esses alcaloides citados acima, foram identificados por Paula (2019) no extrato
hidroalcodlico das folhas utilizando LC — MS/MS e por Bruginski (2016) no extrato metanolico
das folhas (EMF) utilizando infusdo direta ESI (+) — HRMS, além disso, identificaram-se 0s
alcaloides 3, 4, 7, 11, 13 e 15 no extrato metandlico das sementes (EMS). O mesmo autor,
também identificou para os extratos EMF e EMS seis e oito acetogeninas, respectivamente.
Mas, devido a essa classe de substancias apresentar muitos isdmeros, a identificacdo foi apenas
parcial, para uma comprovagao inequivoca das estruturas necessitaria da utilizagdo de outras

técnicas.

Figura 10. Estruturas dos compostos relatados na espécie Annona rugulosa.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar qualitativamente a presenca de metabolitos secundarios, quantificar o potencial

antioxidante, teor de flavonoides totais e toxicidade das espécies Coutarea hexandra

(Rubiaceae) e Annona rugulosa (Annonaceae) a fim de contribuir com o conhecimento

quimico-biologico das mesmas.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

AR N NN

Coletar o material vegetal das espécies C. hexandra e A. rugulosa;

Registrar as exsicatas de C. hexandra e A. rugulosa, no herbario da Universidade
Federal do Delta do Parnaiba (UFDPar);

Obter extratos etanolicos das folhas e caules;

Executar testes fitoquimicos para diferentes classes de metabdlitos secundarios;
Realizar extragdo acido-base dos extratos etandlicos dos caules de C. hexandra e A.
rugulosa;

Realizar Cromatografia em Camada Delgada (CCD) dos extratos e fracdes de C.
hexandra e A. rugulosa;

Realizar Cromatografia Preparativa (CP) - gel de silica;

Realizar Cromatografia em Coluna (CC) de gel de silica;

Determinar os teores de flavonoides totais;

Identificar o potencial antioxidante do EEFQ frente ao radical livre DPPHs;

Analisar a toxicidade das espécies frente a Artemia salina.
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4 METODOLOGIA

4.1 TIPO DA PESQUISA

A pesquisa realizada é classificada como explicativa, isso, pois nas ciéncias naturais se
utiliza muitos métodos experimentais como forma de identificacdo dos fatores que afetam ou
contribuem para ocorréncia dos fenémenos. Além disso, explica de forma empirica 0 motivo

desses fendbmenos, aproximando o conhecimento da realidade (Gil, 2017).

4.2 COLETA DAS ESPECIES

As folhas e os caules das espécies C. hexandra (quina-quina) e A. rugulosa (anona)
foram coletadas nos arredores de Carnaubeiras, um povoado do municipio de Araioses — MA,
com as seguintes coordenadas: 2°52°19,50384°’S; 41°59°55,83084’W (C. hexandra) e
2°52°18,31404°°S; 41°59°47,14476>>W (A. rugulosa). Apés a coleta, uma exsicata foi
depositada no herbario da Universidade Federal do Delta do Parnaiba (UFDPar) para

identificacdo das espécies.

4.3 PROCEDIMENTO DA PESQUISA

4.3.1 Preparagéo dos extratos

As folhas e caules de C. hexandra e A. rugulosa foram separados, secos em estufa a
40°C, triturados e submetidos a extracdo com etanol a temperatura ambiente, obtendo-se o
extrato etanolico das folhas e caules de C. hexandra (EEFQ e EECQ) e A. rugulosa (EEFA e
EECA). Apo0s a extracdo, o solvente orgéanico foi removido com auxilio de um rotoevaporador
modelo 801 da FISATOM, no Laboratorio de Quimica de Produtos Naturais do Instituto
Federal de Educacdo, Ciéncia e Tecnologia do Piaui (IFPI) — Campus Parnaiba, e o rendimento

dos extratos calculados segundo a Equagéo 1.

Rendimento (%) = (massa do extrato/massa do material vegetal seco) x 100 Eq.l
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4.3.2 Cromatografia em Camada Delgada

Aliquotas dos EEFQ, EECQ, EEFA e EECA foram dissolvidos em metanol e
submetidos a Cromatografia em Camada Delgada (CCD) com cromatoplacas da Macherey —
Nagel (MN). Os eluentes CHCI3/MeOH (9:1); hexano/AcOEt (8:2) e CHCIls/MeOH/H0
(65:30:5) foram utilizados como fase movel. Apos a eluicdo, as cromatoplacas foram reveladas
em luz UV (A 254 e 365 nm) para observacao de fluorescéncia e sulfato cérico Ce(SOa4), seguida

de aquecimento para observagdo de manchas coloridas.

4.3.3 Testes fitoquimicos para metabdlitos secundarios

Os testes fitoquimicos foram executados segundo a metodologia de Matos (2009).

4.3.3.1 Preparo das solucdes

Para cada extrato (EEFQ, EECQ, EEFA e EECA), foram dissolvidos 500 mg em 50 mL
de EtOH/H20 (8:2). A partir dessa solugdo mée hidroalcodlica de cada extrato, os testes foram

realizados individualmente, conforme descrito a seguir.

4.3.3.2 Testes para fendis e taninos

Em um tubo de ensaio contendo 3 mL da solucdo hidroalcodlica do extrato, foram
adicionadas trés gotas de solugdo alcodlica de FeCls, apds agitacdo, observou-se a possivel
alteracdo na coloracdo da solucdo. Uma variacdo de cor entre o azul e vermelho € indicativo da
presenca de fenois, quando o teste branco for negativo. A formacdo de um precipitado escuro
de tonalidade azul indica a presencga de taninos pirogalicos (hidrolisaveis) e verde, a presenca

de taninos flobaténicos (condensados ou catéquicos).
4.3.3.3 Testes para antocianinas, antocianidinas e flavonoides
O teste foi realizado em trés tubos de ensaio contendo 3 mL da solucdo hidroalcodlica,

com controle do pH da solugdo. Em um tubo de ensaio, a solucdo foi acidificada com HCI (1

mol.L) a pH 3, no outro, alcalinizada com NaOH (10%) a pH 8,5 e no terceiro, a solugdo foi
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alcalinizada com NaOH (10%) a pH 11. Uma coloragdo vermelha em meio &cido, indica a
presenca de antocianinas e antocianidinas ou de chalconas e auronas. Uma coloracéo lilas em
meio alcalino a pH 8,5, indica a presenca de antocianinas e antocianidinas. Uma coloragéo azul -
purpura em meio alcalino a pH 11, indica a presenca de antocianinas e antocianidinas. Neste
meio, uma coloracdo amarela, indica a presenca de flavonas, flavonois e xantonas. A pH 11,
uma coloracdo vermelho-pdrpura, indica a presenca de chalconas e auronas, enguanto a

coloracdo vermelho-laranja, indica a presenca de flavonois.

4.3.3.4 Testes para leucoantocianidinas, catequinas e flavonas

Adicionaram-se 3 mL da soluc¢do hidroalcodlica em dois tubos de ensaio, o primeiro foi
acidificado com HCI (1 mol.L!) até pH 1-3, e o segundo foi alcalinizado com NaOH até pH
11. Os tubos foram aquecidos em banho-maria durante 2-3 minutos. O aparecimento ou
intensificacdo da cor indica a presenca de constituintes especificados: Em meio acido, a cor
vermelha indica a presenca de leucoantocianidinas, a cor pardo-amarelada indica a presenca de
catequinas (taninos catéquicos); em meio alcalino, a cor vermelho-laranja indica a presenca de

flavanonas.

4.3.3.5 Teste para flavonois, flavanonas, flavononois e xantonas

Em um tubo de ensaio contendo 3 mL da solucdo hidroalcodlica, foram adicionadas
uma fita de magnésio e 0,5 mL de HCI concentrado. Apds o término da reacdo, indicado pelo
fim da efervescéncia, observou-se a coloracéo resultante. O aparecimento ou intensificacdo da
coloracdo vermelha é indicativo da presenca de flavonois, flavanonas, flavanonois e/ou

xantonas, livres ou seus heterosideos.

4.3.3.6 Teste confirmatério para leucoantocianidinas

3 mL da solugdo hidroalcoolica foram colocadas em banho-maria até a completa
evaporacgao do solvente, em seguida, foram adicionadas 5 mL de alcool etilico e 3 gotas de HCI
concentrado, o material foi transferido para um tubo de ensaio e aquecido em banho-maria até

a ebulicdo. Observou-se o possivel desenvolvimento de coloracdo na amostra aquecida.
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4.3.3.7 Teste confirmatorio para diidroflavonois — Ensaio de Pacheco

5 mL da soluc¢do hidroalcoolica foram seca em banho-maria. Alguns cristais de acetato
de sddio foram adicionados ao residuo seco, seguido de 0,5 mL de anidrido acético e 0,5 mL
de HCI concentrado. Apds a adicdo dos reagentes, foi observado o possivel desenvolvimento

de coloragdo.

4.3.3.8 Teste para quinonas

Pesaram-se 10 mg do extrato hidroalcoolico e transferiu-se para um tubo de ensaio e
acrescentaram-se 2 mL de metanol para dissolugdo. Em seguida, foram adicionadas 5 mL de
cloroférmio com agitacdo. Apds 15 min em repouso, foi acrescentado 1 mL de NaOH 5% e
observou-se a formacao de duas fases. A coloracdo vermelha na fase aquosa, é indicativo da

presenca de quinonas.

4.3.3.9 Teste para esteroides e triterpenos — (Lieberman-Burchard)

Adicionaram-se 10 mL do extrato hidroalcoolico do extrato em um béquer, em seguida,
0 mesmo foi seco em banho-maria a 60°C, o residuo seco foi extraido com 2 mL de cloroférmio.
A solucéo cloroférmica foi filtrada, em seguida adicionados alguns cristais de Na2SO4 anidro e
1 mL de anidrido acético, e agitou-se cuidadosamente. Apds agitacdo, foram adicionadas trés
gotas de HCI concentrado, em seguida, agitou-se suavemente e observou-se o desenvolvimento
de cores. A coloragdo azul seguida de verde permanente € indicativa da presenca de esteroides

livres. A coloracdo parda até vermelha € indicativa de triterpendides pentaciclicos livres.

4.3.3.10 Teste para heterosideos saponinicos

O residuo insoltvel em cloroformio (item anterior) foi redissolvido com 10 mL de agua
destilada. A solucédo foi filtrada e colocada em um tubo de ensaio, ap0s agitacdo vigorosa,
durante 3 minutos, observou-se a formacao de espuma. A espuma persistente e abundante indica

a presenca de saponinas (heterosideos saponinicos).

4.3.3.11 Teste para alcaloides
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20 mL da solugéo hidroalcodlica foram secas em banho-maria a 70°C. O residuo foi
dissolvido em 1 mL de alcool etilico e acrescido de 20 mL de &cido cloridrico a 0,1 mol.L?, 1
mL dessa solucéo dissolvida com HCI foi transferida para um tubos de ensaio, seguida da adi¢io
de 2 gotas do reagente de Dragendorff (tetraiodetobismuto de potassio), uma possivel formacédo

de precipitado ou turvacdo das amostras foi observada.

4.3.3.12 Teste para alcaloides e cumarinas

Estes testes seguiram a metodologia adaptada de Kloss et al., (2016). Primeiramente,
para 0 ensaio de alcaloides, preparou-se o reagente de Wagner, dissolvendo-se 2 g de lodo
ressublimado e 6 g de lodeto de Potassio em 100 mL de agua destilada.

Para realizar o ensaio, utilizaram-se 2 mL da solucao hidroalcdolica acrescidos de 2 mL
de acido cloridrico (10%), e posterior aquecimento durante 10 minutos. Apés o resfriamento, o
extrato foi dividido em dois tubos de ensaios e colocaram-se oito gotas, utilizando pipeta de
Pasteur, dos seguintes reativos: Tubo 1 - Reativo de Dragendorff: observou-se a possivel
formacdo de precipitado de coloracdo laranja a vermelho; Tubo 2 - Reativo de Wagner:
observou-se a possivel formacao de precipitado de coloracgao alaranja.

Para 0 ensaio de deteccdo de cumarinas, em um béquer adicionaram-se 2 mL da solugéo
hidroalcoolica, vedou-se o béguer com papel de filtro impregnado em solucdo de NaOH 10% e
aqueceu-se em banho maria a 100°C por 10 minutos. Removeu-se o papel-filtro e examinou-se
sob luz ultravioleta nos comprimentos de onda de 254 e 365 nm. A fluorescéncia amarela ou

verde indica a presenga de cumarinas.

4.3.4 Extracao &cido-base e isolamento

4.3.4.1 Extracgdo acido base

Os extratos EECQ (6,0105 g) e EECA (5,0164 g) foram diluidos em HCI 0,1% e
adicionado ao funil de separacdo. Adicionou-se em seguida cloroférmio para separacdo das
duas fases. Apds trés lavagens, a fase organica foi reservada e a fase aquosa alcalinizada com
NaOH 10% até atingir pH entre 10 e 11, na sequéncia colocou-se novamente no funil de
separacdo, onde ocorreu a 2° adi¢do de cloroformio. Apdés trés lavagens, a fase aquosa foi
acondicionada na geladeira. Adicionou-se dessecante as fases organicas para remover qualquer

resquicio de agua. Apos filtragem do sdélido, o cloroférmio foi evaporado sob pressdo em
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rotoevaporador (CAVALHEIRO, 2017). Com isso, obteve-se os extratos cloroformicos das
duas fases orgénicas, sendo a 2° rica em alcaloides, denominados para C. hexandra e A.
rugulosa ECICQ-1 (294,4 mg), ECICQ-2 (67,3 mg), ECICA-1 (83 mg) e ECICA-2 (17,5 mg),
respectivamente. Logo apds, ambos os extratos foram submetidos a uma CCD analitica com

revelagdo em UV 365 nm, reagente de Dragendorff e sulfato cérico para uma analise preliminar.

4.3.4.2 Isolamento das substancias dos extratos cloroférmicos

Na realizacdo do isolamento, foram utilizados os métodos de cromatografia em coluna
(CC) e cromatoplaca preparativa (CP) apenas para os ECICQ-1 e ECICA-1 devido
apresentarem massa mais significativa. Os extratos foram solubilizados em CHCIls/MetOH
(8:2). Na CC de gel de silica, o ECICQ-1 foi aplicado seguido da adicdo CHCls/MetOH em
polaridade crescente a fim de separar as fragdes. No método de CP-gel de silica aplicado ao
ECICA-1, o eluente foi preparado na proporgdo de 95:5 de CHCIl3/MetOH. No decorrer dos
processos de separacdo e purificacdo das amostras, foi utilizada a CCD analitica para verificar
a pureza dos compostos supostamente isolados. Com isso, verifica-se nas Figuras 11 e 12 as

etapas de fracionamento pelos quais as amostras foram submetidas:

Figura 11. Fracionamento cromatografico do ECICQ-1.

ECICQ-1
(294,4 mg)

1. 3x Cromatografia em coluna
CHCIl3/MetOH (polaridade crescente).

34 fragBes de 3-5 mL

2. Andlise em CDD;
3. juncéo das fragOes similares.

Fracdo 1 (13,7 mg)

4. 2x purificagdo em minicolung; Fragbes 3+4+5+6 (ppt 54,8 mg)
5. Andlise em CCD.
16. lavagem do ppt com hexano e AcOEt;

7. Analise em CCD.

Substancia 1
ECICQ-1 Substancia 2
(10,2 mg) ECICQ-1
(27,2 mg)

Fonte: O autor (2021).
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Figura 12. Fracionamento cromatografico do ECICA-1.

ECICA-1
(83 mg)

1. 2x Cromatoplaca Preparativa
em eluente CHCIl3/MetOH

v
6 fracOes

2. Extracéo da silicacom CHCl; e
MetOH;
3. Anélise em CDD.

v
Fracdo 1 (12,8 mg)

4. purificacdo em minicoluna;
5. Anélise em CDD.

v

Substancia 3
ECICA-1
(11,4 mg)

Fonte: O autor (2021).

4.3.5 Avaliacdo do teor de flavonoides

O teor de flavonoides totais (FLAT) dos extratos das folhas e caules das espécies C.
hexandra e A. rugulosa foi determinado por espectrofotometria de absor¢do molecular
utilizando-se uma solucdo metandlica de cloreto de aluminio (AICl3), segundo a metodologia
de Pozzi (2007) com modificagdes.

4.3.5.1 Construgdo da curva de calibracdo

Foi preparada uma solugdo padrédo de rutina a 1000 mg.L -1, dissolvendo-se 0,1 g de
rutina em 100 mL de MeOH/H0 (7:3). As dilui¢des para a construcdo da curva de calibracéo
foram preparadas nas concentra¢des de 2,5-20 mg.L* (2,5; 5; 7,5; 10; 12,5; 15; 17,5; 20 mg.L"

D). A solucdo metanoélica padréo de AICI; foi preparada dissolvendo-se 1 g em 50 mL de MeOH.

4.3.5.2 Determinagdo de flavonoides totais
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Inicialmente, para cada extrato, a solugdo mae foi preparada dissolvendo-se 10 mg do
extrato etandlico em 10 mL de MetOH, obtendo-se a concentragao de 1000 pg/mL. Transferiu-
se uma aliquota de 500 uL desta solucdo para bal6es de 10 mL e acrescido de 1 mL do reagente
de cloreto de aluminio (50 mg.mL1). Finalmente a solucéo teve seu volume acertado para 10
mL metanol. Os testes foram feitos em triplicata e com o branco (solu¢do mée e metanol) em
paralelo. Apos 30 minutos, a absorbancia das amostras foi medida a 420 nm em
espectrofotometro. O teor de flavonoides totais (FLAT) foi determinado usando a curva
analitica de rutina na faixa de 2,5-20 mg. L, os valores foram expressos em miligramas de

equivalente de rutina por grama de extrato (mg de ER/g de extrato), a partir da Equacéo 3.

A =0,0342 C-0,0263 Eq. 3
Onde:
A = absorbancia;

C = concentracdo, com coeficiente de correlagdo linear R = 0,9948.

4.3.6 Atividades bioldgicas

4.3.6.1 Atividade antioxidante pelo método de sequestro de radicais livres (DPPH?)

A capacidade antioxidante do extrato EEFQ foi determinada pelo ensaio do radical livre
DPPHe, em que € observado o consumo desse radical pela amostra testada em diferentes
concentracdes através da medida do decréscimo da absorbancia. Estas medidas foram realizadas
em espectrofotémetro UV-Vis, no comprimento de onda de 516 nm. A rutina e o hidroxitolueno
butilado (BHT), foram utilizados como controle positivo. A equacéo da curva de calibragéo do
DPPH- utilizada foi C = 35,846A — 0,230, onde C corresponde a concentragdo de DPPHe+ no
meio, A é a absorbancia medida no comprimento de onda de 516 nm e o coeficiente de
correlacdo R = 0,9997 (SOUSA et al., 2007).

4.3.6.1.1 Leitura das medidas de absorbancia das amostras
Preparou-se uma solucéo estoque do EEFQ em metanol na concentracéo de 250 pg/mL.

Estas soluc¢des foram diluidas em metanol nas concentracdes de 200, 150, 100, 50 e 25 pg/mL.

As medidas da absorbancia das misturas reacionais (0,3 mL da solu¢do da amostra e 2,7 mL da
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solucéo estoque de DPPHe) foram feitas a 516 nm, no 1°, 5°, 10°, 20° ¢ 30 minutos. A mistura
de metanol (2,7 mL) e solugdo metandlica da amostra (0,3 mL) foi utilizada como branco
(SOUSA et al., 2007). O valor da absorbéancia na concentracéo de 250 pg/mL no tempo de 30
minutos foi convertido em porcentagem de atividade antioxidante (%AA), de acordo com a

equacao:

%AA:{ [AbSDPPH - (AbSamostra'AbSbranco)] XlOO}/AbSDPPH Eq . 2

Onde AbspppH € a absorbéancia da solu¢do metandlica de DPPH (2,7 mL a 40 pg/mL
acrescida de 0,3 mL de MeOH) e AbsSamostra € @ absorbancia da mistura reacional (2,7 mL de
DPPH+0,3 mL de amostra). Todas as analises foram realizadas em triplicata (SOUSA et al.,
2007).

4.3.6.1.2 Analise estatistica

Os valores da média de trés repeti¢es (n=3) + desvio padrdo da média e a CEsp foram

calculados utilizando-se o programa Microsoft Excel e Microsoft Origin 8.0.

4.3.6.2 Toxicidade frente a Artemia salina

O ensaio de toxicidade frente & A. salina foi realizado conforme McLaughlin et al.
(1991). Foram preparadas solucdes estoque em metanol na concentragdo de 10.000 pg/mL dos
extratos das folhas e caule das espécies A. rugulosa e C. hexandra e solu¢fes na concentracao
de 25.000 pg/mL apenas para a C. hexandra. A partir da solugdo estoque aliquotas foram
transferidas para tubos de ensaio de 30 mL para obtengdo de solugdes nas concentrages finais
de 100, 120, 140, 160, 180 e 200 pug/mL para ambas as espécies e nas concentracdes finais de
2,0;21;22;23;2,4e2,5mg/mL paraa C. hexandra. Apés completa evaporagdo do metanol
a temperatura ambiente, foram adicionadas em cada tubo 0,1 mL de DMSO e 5 mL de agua do
mar para solubilizacdo das amostras. Em seguida, com o auxilio de uma pipeta de Pasteur,
foram transferidas 10 larvas de A. salina e o volume final (10 mL) completado com agua do
mar. As larvas ficaram expostas as solucfes das amostras por 24 horas. Os testes foram feitos
em triplicata para cada concentracdo da amostra e controle negativo constituido por 0,1 mL de

DMSO, 10 mL de dgua do mar e as larvas. Apds 24 horas de exposicao, realizou-se a contagem
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das larvas vivas e mortas em placas de Petri, sendo consideradas vivas todas aquelas que
apresentassem qualquer tipo de movimento quando observadas proximas a uma fonte luminosa.
S6 foram considerados validos os testes nos quais o controle ndo apresentou mortalidade. Os
resultados foram submetidos a tratamento estatistico em Microsoft Excel, utilizando o método
PROBITOS, o qual forneceu o valor de DLsg (Concentragdo do extrato que tem 50% de

toxicidade).

4.4 TRATAMENTO DOS DADOS

As analises fitoquimicas sdo baseadas nas observacdes colorimétricas, formacdo de
precipitado, formacéao de espuma e absorcao de fluorescéncia no UV, por isso sera considerados
dados qualitativos. Dessa forma, para aqueles considerados positivos, os dados foram tratados
com o simbolo (+), podendo ocorrer sua variacdo para dois (++) ou trés (+++) simbolos,
dependendo da intensidade do resultado obtido. O mesmo ocorre para os resultados negativos,
tratados com o simbolo (-). Ja as atividades farmacologicas foram realizadas em triplicata e

tratadas quantitativamente utilizando-se o programa Microsoft Excel e Microsoft Origin 8.0.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 COLETA DAS ESPECIES

As espécies foram coletadas proximo ao povoado de Carnaubeiras, em Araioses — MA,
na regido do Delta do Rio Parnaiba (FIGURA 13). Para a confirmacdo dos nomes cientificos,
exsicatas das espécies foram depositadas no herbario da Universidade Federal do Delta do

Parnaiba sob os nimeros de tombo 6975 (C. hexandra) e 6976 (A. rugulosa).

Figura 13. Local da coleta (A); local da coleta (icone vermelho) em relacdo ao povoado
Carnaubeiras via Google maps (B).

¢

Fonte: O autor (202). Fonte: Google maps (2022).

O Delta do Rio Parnaiba é o Gnico do Continente Americano a desaguar diretamente no
oceano, compreendendo uma éarea de cobertura com cerca de 2.750 km?, é considerado o
terceiro maior do mundo. E uma regido caracterizada como fluviomarinha, bastante dinamica,
formada pela fusdo ecolégica entre as formagdes de Cerrado, Caatinga e Sistemas marinhos,
situados entre os estados do Piaui e Maranh&o. Apesar da influéncia desses biomas e da grande
extensdo, pouco se sabe sobre sua biodiversidade, sendo os trabalhos sobre essa tematica

recentes e bastante escassos (GUZZI, 2012).
5.2 RENDIMENTO DOS EXTRATOS

As massas dos caules e folhas com os respectivos rendimentos EECQ e EEFQ (C.
hexandra) e EECA e EEFA (A. rugulosa) estdo dispostos na Tabela 5.
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Tabela 5. Rendimento dos extratos das espécies estudadas.

EECQ EEFQ EECA EEFA
Massa do material
seco 377,59 1136 ¢ 400,59 52,5¢
Massa do extrato
etandlico 20,26 g 10,86 g 26,16 g 10,49
Rendimento _ 5,36 % 9,55 % 6,53 % _ 19,8 %

Fonte: O autor (2022). '

A partir da Tabela 5, percebe-se que os rendimentos das folhas sdo maiores em relacao
aos dos caules, uma diferenca de quase o dobro para a C. hexandra e mais que o triplo para a
A. rugulosa. Essa grande diferenca, pode estar relacionada a diversos fatores, Franzen et al.
(2018), destacam que a extracao pode ser realizada por diferentes processos, métodos, solventes
e tempo de extracdo dependendo da espécie. Quanto a isso, todos esses fatores foram iguais
para ambas as plantas e partes da planta, utilizando-se o etanol como solvente de extracao,
escolhido devido a sua natureza anfifilica, que permite extrair substancia de carater polar e
apolar, foram realizadas 4 extragdes com 3 dias de duracdo cada e utilizando-se o banho
ultrassom para otimizar a extracdo. Mas, 0s autores ainda ressaltam sobre o tamanho das
particulas do soluto influenciar no rendimento dos extratos. Com isso, pelo fato de as folhas
secas ficarem muito mais frageis, apos a trituracdo, obteve-se particulas bem pequenas em
relacdo aos caules, que por serem bem mais resistentes, apés a trituracdo, as particulas obtidas
foram bem maiores. Isso, confere uma maior superficie de contato soluto-solvente para as
folhas, fato que pode ter contribuido para que o rendimento das folhas tenha sido superior.

Outro fator importante a ser considerado, é de que as folhas apresentam uma grande taxa
de clorofila. Para Vieira, Bezerra e Dos Santos (2021), a clorofila é indicada pela cor verde
brilhante e que pode ser degradada pela temperatura. Mesmo que as folhas tenham sido secas e
perdido consideravelmente sua coloracao verde brilhante, ou seja, a clorofila, ap6s o processo
de extracdo, percebeu-se que as coloracdes dos extratos das folhas ainda apresentavam a
coloragdo verde, enquanto os extratos dos caules, coloragdo marrom escuro. Com isso, a
coloracao verde nos extratos das folhas pode ser um indicativo da presenca de clorofila, que
por sua vez, pode ter sido o motivo desses extratos apresentarem um rendimento
consideravelmente maior em relacéo aos extratos dos caules.

Quando se compara com resultados da literatura, para C. hexandra percebe-se que o
rendimento esta dentro da faixa de resultados de outros autores, que quando utilizaram o etanol
como solvente extrator, obtiveram rendimentos de 10,05; 13,13 e 29,0 % para 0 EECQ e 3,73;
13,47 e 54,6 % para 0 EEFQ (CARVALHO, 2009; LIMA, 2009; NUNES et al., 2012).
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Utilizando metanol como solvente extrator, D’ Agostino (1990) obteve-se um rendimento de
1,5% para 0 EECQ, enquanto Monache (1983), utilizando benzeno a quente obteve 4,5%. Em
relacdo a A. rugulosa, ndo ha trabalhos na literatura relacionados ao seu caule, apenas folhas,
para as quais Vendramin et al. (2013), obtiveram um rendimento de 18,34 % utilizando etanol
e agua (7:3). Para os valores diferentes de rendimento utilizando o mesmo tipo de solvente, o
fato de a regido de coleta ser diferente pode ter sido determinante, segundo Martins (2019),
fatores como luminosidade, temperatura, pluviosidade, sazonalidade, radiacdo ultravioleta,
composicdo atmosférica, além das interacBes bioticas interferem de maneira quali e

quantitativamente na producdo de metabolitos secundarios e, por consequéncia, no rendimento.

5.3 CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA (CCD)

Cromatografia é uma técnica onde os constituintes de uma mistura sdo separados com
base nas diferencas de velocidade nas quais sdo transportados sobre uma fase estacionaria por
uma fase movel. Na CCD, a fase estacionaria é suportada sobre uma placa plana e a fase movel
desloca-se sobre a fase estacionaria por agao da capilaridade (SKOOG etal., 2010). Essa técnica
permite uma rapida analise simultanea de diferentes amostras, sendo muito utilizada em analise
fitoquimica de material vegetal (SILVEIRA, 2019).

A partir disso, essa técnica foi utilizada para analisar preliminarmente o perfil quimico
dos extratos. Apos a eluicdo em ambos os eluentes descritos no item 4.3.2, verificou-se que a
melhor mistura foi a de hexano/AcOEt (8:2), pois mostrou maior quantidade de fluorescéncias
no UVses € de manchas bem definidas apds revelacdo com Ce(SO4)2 (FIGURA 14). Na placa
da figura abaixo, 0s extratos estdo aplicados, da esquerda para a direita, na seguinte ordem:
EECQ, EEFQ, EECA e EEFA.

Figura 14. CCD revelada em UV3e5 (A) e CCD revelada em Ce(SQ,), (B).

Fonte: O autor (2022).
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Como pode-se observar na Figura 14 (A), 0o EECQ apresentou as fluorescéncias amarela
e verde, 0 EEFQ amarela e laranja, o EECA amarelo-esverdeado, azul, laranja e verde claro e
0 EEFA laranja e amarela, que foi levemente mascarada pelo laranja no ponto de aplicagéo.
Para Soares (2020), a coloracédo laranja refere-se a flavonoides, enquanto Silva (2021) aborda
que, dependendo da estrutura do flavonoide, ele também pode apresentar as fluorescéncias
amarelo, azul ou verde quando irradiado por luz UV em 365 nm, a mesma autora sugere que a
fluorescéncia azul pode ser atribuida as cumarinas. Corroborando com isso, Palencia (2004)
afirma que todas as cumarinas apresentam fluorescéncia azul intensa ou azul-esverdeada em
UV3gs.

Quando revelada em Ce(S04)2, 0 EECQ apresentou uma mancha marrom claro no ponto
de aplicacdo, o0 EEFQ manhas amarela no ponto de aplique, roxa e marrom claro, o EECA e
EEFA apresentaram manchas cinza, levemente rosa e marrom claro. Chaves (1997), infere que
as manchas cinzas e amarelas referem-se a agucares e flavonoides respectivamente, enquanto a
coloracao rosea a substancias terpénicas. A cor roxa, segundo Tananta (2012) indica a presenca

de terpenoides.

5.4 TESTES FITOQUIMICOS PARA METABOLITOS SECUNDARIOS

Nas andlises fitoquimicas, pelo fato de os testes serem colorimétricos, alguns resultados
foram de dificil interpretacdo. Dentre os metabolitos verificados para a C. hexandra, destacam-
se principalmente os taninos flobaténicos, chalconas e auronas, quinonas, heterosideos
saponininicos e cumarinas, os alcaloides foram observados apenas no caule, enquanto 0s
esteroides livres apenas nas folhas (QUADRO 1). Para a espécie A. rugulosa, destacam-se 0s
flavonois, heterosideos saponinicos e cumarinas, os alcaloides foram identificados apenas no

caule, enquanto os esteroides livres, apenas nas folhas (QUADRO 2).

Quadro 1. Classes de constituintes quimicos identificados no extrato etandlico das folhas e caules de Coutarea

hexandra.
METABOLITOS EECQ RESULTADO EEFQ RESULTADO
COLORIMETRICO COLORIMETRICO
Fendis - - - -
Taninos pirogalicos - - - -
Taninos +++ Verde escuro +++ Verde escuro
Flobaténicos
Catequinas - - - -
Leucoantocianidinas ND ND +++ Vermelho alaranjado
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Intensificagdo da cor

Intensificacdo da cor

Flavanonas + vermelho alaranjada ++ vermelho alaranjada
Flavonois,
flavanonas, ++ Vermelho alaranjado +++ Vermelho intenso
flavanonois e
xantonas
Antocianinas e - - - -
antocianidinas
Flavonas e xantonas - - - -
Chalconas e auronas +++ Vermelho purpura +++ Vermelho purpura
Flavonois - - - -
Diidroflavonois ND Vermelho escuro ND Marrom esverdeado
Quinonas +++ Vermelho intenso +++ Vermelho intenso
Esteroides livres - - +++ Transicao do azul p/
verde intenso
Triterpenoides - - - -
pentaciclicos livres
Heterosideos ++ Espuma +++ Espuma
saponinicos
Ppt vermelho escuro e
Alcaloides +++ ppt alaranjado ND ND
Cumarinas +++ Verde fluorescente +++ Verde fluorescente

Fonte: O autor (2022).

Quadro 2. Classes de constituintes quimicos identificados no extrato etandlico das folhas e caules de Annona

rugulosa.
METABOLITOS EECA RESULTADO EEFA RESULTADO
COLORIMETRICO COLORIMETRICO
Fenois - - - -
Taninos pirogalicos - - - -
Taninos ++ Verde escuro + Verde escuro
Flobaténicos
Catequinas - - - -
Leucoantocianidinas ND ND ND ND
Flavanonas - - - -
Flavonois, Levemente
flavanonas, + avermelhado - -
flavanonois e
Xantonas
Antocianinas e - - - -
antocianidinas
Flavonas e xantonas - - - -
Chalconas e auronas - - - -
Flavonois ++ Vermelho laranja - -
Diidroflavonois ND Marrom esverdeado ND Verde intenso
Quinonas - - - -
Esteroides livres - - +++ Transicdo do azul p/
verde intenso
Triterpenoides - - - -
pentaciclicos livres
Heterosideos +++ Espuma + Espuma
saponinicos
Alcaloides Ppt vermelho escuro e
+++ ppt alaranjado ND ND
Cumarinas + Verde fluorescente +++ Verde fluorescente

Fonte: O autor (2022).
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5.4.1 Taninos

Sd0 metabolitos secundarios da classe dos compostos fenolicos com importante
atividade antimicrobiana encontrados em plantas (PEREIRA et al., 2015). Possuem massa
molecular intermediaria-alta (500-3000 Da), ricos em grupos fendlicos e sdo capazes de
precipitar ou se ligar as proteinas soliveis em agua. Podem ser classificados em dois grupos, 0s
condensados e os hidrolisveis. Os condensados (proantocianidinas), sdo formados pela
condensagdo de subunidades de flavan-3-ol (como catequinas, epicatequinas, entre outras),
gerando uma rede oligomérica e/ou polimérica. Os hidrolisaveis, sdo formados a partir do acido
galico ou pelo seu produto de condensacdo dimérica (o acido hexadroxifenilico), onde estdo
esterificados com um glicosidico, como a glicose (SANTIAGO et al., 2020).

No teste para evidenciar a presenca dessa classe de compostos (item 4.3.3.2), foi
observado a aparecimento de uma coloracdo verde escuro ap6s a adi¢do de cloreto férrico na
solucdo dos extratos, evidenciando-se assim, a presenca de taninos condensados (ou
flobaténicos) nos extratos EECQ, EEFQ, EECA e EEFA, como mostra a Figura 15 a seguir:

Figura 15. Evidéncia da presenca de taninos flobaténicos
nos extratos EECQ (A), EEFQ (B), EECA (C) e EEFA
D).

Fonte: O autor (2022).

A mudanca de coloracdo ocorre devido a troca de ligantes cloretos pelos grupos

fendlicos dos taninos condensados, formando um complexo que apresenta a coloragdo verde
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escuro. Isso ocorre devido a algumas hidroxilas dos grupos fenolicos se localizarem na posi¢édo
orto, o que favorece a ligagdo com metais (MARCHINI, 2015). Tal reacdo pode ser
esquematizada, como mostra a Figura 16, considerando a estrutura padrdo dessa classe de
compostos indicada por Olegario et al., (2019) e a reacdo de complexacdo por Wang, Fang e
Mallavarapu (2015).

Figura 16. Reacdo de complexacéo de taninos por cloreto férrico.

+ 6HCI

Fonte: Adaptado de Olegario et al., (2019); Wang, Fang e Mallavarapu (2015).

Nas plantas, os taninos condensados estdo associados a capacidade de defesa do vegetal
contra seus inimigos naturais, nos mecanismos de defesa contra 0s microorganismos patdgenos
(COUTO et al., 2021). Tais atividades toxicas, estdo relacionadas as fortes interacfes dos
taninos condensados com proteinas. Ainda, interagem fortemente com ions metalicos e
macromoléculas como os polissacarideos, formam complexos insollveis com alcaloides,
gelatinas e diversas proteinas, tudo isso, implica em uma grande importancia biolégica dessa
classe de compostos (SILVA et al., 2004).

5.4.2 Leucoantocianidinas
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Pertencem a classe dos flavonoides, também conhecidas como flavan-3,4-didis (ou
ainda, leucocianidinas), sdo formadas a partir da reducdo de diidroflavonois ou flavononas,
onde ocorre alteragdes no padrdo das hidroxilas no anel aromatico. Apds sua formacéao, essas
substancias ddo origem a outros compostos, como as catequinas, proantocianidinas e
antocianinas (DEWIK, 2009). No organismo humano, as leucoantocianidinas podem aumentam
a tonicidade e resisténcia das paredes capilares, sdo aplicadas para o tratamento de varias
doencas envolvendo veias e artérias, dentre as quais, pode-se citar a ma distribuicdo do fluxo
sanguineo microcirculatério no cérebro e no coracdo, fragilidade capilar alterada e
permeabilidade relacionada a diabetes mellitus (MENDES, 2019).

No teste confirmatdrio para leucoantocianidinas (4.3.3.6), a metodologia sugere teste
positivo quando ocorre o desenvolvimento de coloracdo. Ao submeter 0s extratos a
metodologia, foi observado a presenca desses metabdlitos no EEFQ pelo desenvolvimento de
uma coloracdo vermelha, mas nos EECQ, EECA e EEFA, ocorreu 0 escurecimento da
coloracéo, desta forma, foram considerados “ndo definidos” (ND). Isso pode ser evidenciado

na Figura 17 abaixo:

Figura 17. Teste confirmatorio pra Leucoantocianidinas
para EECQ (A), EEFQ (B), EECA (C) e EEFA (D).

A B

ue  ye

Fonte: O autor (2022).

Como observado, na imagem B, houve o desenvolvimento da coloracdo vermelha, que

segundo Zuanazzi e Montanha (2007), é caracteristica das antocianidinas. Entdo, neste teste,
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houve a conversédo das leucoantocianidinas para antocianidinas causando o desenvolvimento da
coloracao. Na realizacdo do teste, o extrato € submetido a acido e aquecimento, ambos fatores
que podem influenciar a formacao das antocianidinas. Para Souza (2019), devido ao meio acido,
as estruturas das leucoantocianidinas desenvolvem a desidrogenacdo no C-2, com posterior
desidratacdo em C-3 e C-4, a adicdo de OH em C-3 e, entdo formando o céation flavilico

(antocianidina) responsavel pela coloracdo vermelha (FIGURA 18).

Figura 18. Formagdo do céation flavilico.

HO HO
o OH /6 oH
HCl/ebulicao
HO HO \
OH OH OH
Leucoantocianidinas Antocianidinas

Fonte: Adaptado de Zuanazzi e Montanha (2007).

5.4.3 Flavonois, flavanonas, flavanonois e xantonas

Os flavonois, flavanonas e flavanonois pertencem a classe dos flavonoides, mudando
apenas o padrao de substituicdo no esqueleto basico um do outro. Ja as xantonas, classificadas
como compostos heterociclicos que contém uma fracdo orto-pirnica condensada com dois
anéis benzénicos, sendo denominadas como 9H-xanten-9-ona (IUPAC), apresentam uma
estrutura totalmente planar, o que as diferem dos flavonoides, no entanto, ainda podem ser
classificadas como tal, mas também, podem ser englobadas em um vasto grupo de compostos
(devido a sua porcdo heterociclica), tais como as cumarinas, benzopiranos, agucares, etc.
(FERREIRA, 2019 a).

No teste 4.3.3.5, tanto os flavonois, flavanonas, flavanonois e xantonas desenvolvem
coloracdao vermelha quando tratada com magnésio e &cido concentrado. Os extratos EECQ,
EEFQ e EECA desenvolveram a coloragdo vermelha e laranja indicando a presenca de tais

constituintes livres ou seus heterosideos. Tais evidéncias podem ser observadas na Figura 19.
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Figura 19. Evidéncia da presenca de flavanois, flavanonas, flavanonois e
xantonas nos extratos EECQ (A), EEFQ (B) e EECA (C).

Fonte: O autor (2022).

A reacdo que desenvolve a coloragdo vermelha e laranja nesse teste, é conhecida como
reacdo de Shinoda ou da cianidina. Segundo Krepsky (2013), essa reacdo promove a reducdo
dos derivados flavonicos causando o desenvolvimento de uma coloracdo dependente das
estruturas quimicas, Silva et al. (2016), abordam que essa reducao é causada pelo hidrogénio
liberado na reacdo do HCI com o Mg. Mellitz (2017), ressalta que a coloracdo laranja indica
compostos da classe das flavonas, vermelho para os flavonois e violeta para as flavanonas,
enquanto isoflavonas e chalconas ndo desenvolvem coloracéo. Essa reacdo de Shinoda pode ser

observada em um flavonoide genérico (quercetina) a seguir (FIGURA 20):

Figura 20. Reagdo de Shinoda.
OH OH

OH OH

HO o HO

cl
+
o\
HCI + Mg
oH OH
OH 0 OH

Quercetina Cianidina

Fonte: Adaptado de Silva et al. (2016).

5.4.4 Flavanonas

Correspondem a maioria dos flavonoides com um anel heterociclico de seis membros,

formado por um ataque nucleofilico de grupo fenol a uma cetona insaturada. Apos a sua
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formacgdo, ddo origem a outras classes, tais como as flavonas, flavonois, antocianidinas e
catequinas (DEWICK, 2009). Estdo naturalmente presentes em frutas citricas na forma
glicosilada no C-7, como a hesperitina-7-O-rutinosideo, naringenina-7-O-rutinosideo e o
eriodictiol-7-O-rutinosideo, podendo ser chamadas de flavanonas citricas, as quais apresentam
propriedades anti-hiperglicémica, anti-inflamatoria e antioxidante (RIBEIRO, 2019).

No teste 4.3.3.4, foi observado teste positivo para a presenga de flavanonas nos extratos
EECQ e EEFQ devido a intensificacdo da cor vermelha-laranja em meio alcalino, como pode-

se observar na Figura 21 abaixo:

Figura 21. Evidéncia da presenca de flavanonas nos
EECQ (A) e EEFQ (B).

Y

Fonte: O autor (2022).

No teste o extrato é submetido a mudanca de pH e ao aquecimento para ser possivel a
identificacdo de flavanonas glicosiladas. Sousa (2019), destaca que 0 aquecimento em meio
basico provoca a hidrolise liberando os nicleos das flavanonas e assim, sendo identificadas. A

hidrolise de uma flavanona (naringina) pode ser observada a seguir (FIGURA 22).

Figura 22. Hidrolise da naringina.

OH OH
Ram——Glc O HO 0

NaOH + Aguecimento

OH (6] OH (0]

Naringina Naringenina

Fonte: Adaptado de Andrade (2019).
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5.4.5 Chalconas, auronas e flavonois

Pertencentes a classe dos flavonoides, as Chalconas sdo quimicamente definidas como
cetonas a-B-insaturadas (enonas), com o esqueleto 1,3-diaril-prop-2-em-1-ona, difere dos
flavonoides por ndo possuir o anel piranico, o qual é formado pela ciclizagdo da hidroxila no
C-2’ (BITENCOURT et al., 2020). As auronas séo derivadas da 2-benzilidenocumaranona,
apresenta uma ligacdo olefinica, o que infere a isomeria geométrica em suas estruturas, sendo
a maioria das auronas naturais com a ligacdo Z-olefina e, assim como as chalconas, sdo
responsaveis pela pigmentacdo amarela. Os flavonois sdo classificados juntos com as flavonas
devido as suas andlises, sintese e reacdes quimicas possuirem base tedrica comum. Sendo
derivados da 3-hidroxi-2-fenilcromona, os flavonois diferem das flavonas apenas pela hidroxila
no C-3 (ZUANAZZI; MONTANHA, 2007).

No teste para identificar esses compostos (4.3.3.3), em pH 11 foi observado a presenca
de chalconas e auronas a partir do aparecimento de uma coloracdo vermelho parpura nos
extratos EECQ e EEFQ, enquanto os flavonois foram identificados pelo aparecimento de uma

coloracao laranja no EECA. Pode-se observar as cores verificadas na Figura 23 abaixo:

Figura 23. Evidéncia da presenca de chalconas e auronas nos EECQ (A) e EEFQ
(B) e flavondis no EECA (C).

A B C

s | | |
‘ "
v
-

Fonte: O autor (2022).

Tanto as chalconas, quanto as auronas apresentam a caracteristica comum de possuir
coloracao amarela que em meio alcalino muda para vermelho, como o que foi observado nos
extratos EECQ e EEFQ (ZUANAZZI; MONTANHA, 2007). Segundo Vasconcelos (2012), as
chalconas, desde que haja uma hidroxila no C-2” ou C-6’, ao serem submetidas a pH alcalino
se converte em sua forma isomérica flavanona, o que pode ser o indicativo da mudanca de
coloracdo evidenciada nesse teste. Com isso, observa-se a seguir a isomerizacdo de uma

chalcona em meio basico (FIGURA 24).
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Figura 24. Isomerizacéo de uma chalcona em pH bésico

OH OH
HO OH HO o)
NaOH/pH 11
OH o OH (0]

Chalcona Flavanona

Fonte: Adaptado de Vasconcelos (2012).

Segundo Sousa (2019), os flavonois reagem em condi¢6es basicas formando fenolatos,
que sdo corados e soltveis em agua, como mostrado no EECA pelo aparecimento da cor laranja.
Ainda ressalta que o aparecimento da coloracdo dependerad das modificacGes que ocorrera na
molécula, quando a mesma é submetida a diferentes valores de pH, que vai variar de acordo
com a estrutura do composto. Uma proposta para a formacdo de um fenolato a partir de um

flavonol (quercetina) pode ser observada na Figura 25.

Figura 25. Formacédo de um fenolato.

OH ONa
OH ONa
HO o NaO ONa
NaOH O
—_—
OH OH
OH O ONa O
Flavonol Fenolato

Fonte: Adaptado de Sousa (2019).

5.4.6 Diidroflavonois

Também conhecidos como flavanonois ou 3-hidroxi-flavanonas, os diidroflavonois
pertencem a classe dos flavonoides (ZUANAZZI; MONTANHA, 2007). O que o0s tornam
diferentes dos outros flavonoides € a ligagdo simples entre os carbonos 2 e 3, ou seja, sdo

diidrogenados. Biossinteticamente, sdo intermediarios auxiliando na producdo de chalconas e
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flavonois. Nas plantas, atuam na protecdo contra doengas e, por isso, apresentam potencial
atividades farmacologicas (BARREIROS, 2005).

No teste confirmatério para diidroflavonois, foi observado o aparecimento de coloracdo
nos extratos EECQ, EEFQ, EECA e EEFA como mostra a Figura 26. Apesar da metodologia
inferir que a mudanca de coloragao evidencia a presenga desses compostos nos extratos, autores
como Machado et al. (2011) e Ocampos (2013), relatam que a presenca de diidroflavonois é
confirmada quando ocorre uma mudanca de coloracdo para o roxo. Dessa forma, esse teste foi

considerado como ndo definido (ND).

Figura 26. Ensaio de Pacheco para os extratos EECQ (A), EEFQ (B), EECA(C) e

Fonte: O autor (2022)

5.4.7 Quinonas

Pertencem a um grupo de substancias denominado Hidrocarbonetos Policiclicos
Aromaticos Oxigenados (HPAO), em sua estrutura, apresentam dois grupos carbonilicos em
uma cadeia fechada e insaturada de seis membros, na qual essas carbonilas podem se localizar
em arranjos “orto” ou “para”. Na maioria das vezes, caracterizam-se como semivolateis e
coloridas. Podem ser classificadas como fentraquinonas, naftoquinonas, benzoquinonas e
antraquinonas (NEUBHAHER, 2020). Demonstram um amplo espectro de atividades
bioldgicas, das quais pode-se citar anti-inflamatoria, antiviral, antifingica, antibacteriana,
protozoocida, moluscicida, além do potencial anticAncer (SILVA et al., 2021).

No teste para identificar esses metabolitos (4.3.3.8), foi observado uma coloracédo
vermelho intensa na fase aquosa, evidenciando-se a presenca desses componentes nos extratos

EECQ e EEFQ, como pode-se observar na Figura 27.
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Figura 27. Evidéncia de quinonas nos extratos
EECQ (A) e EEFQ (B).
| 7

B b

Fonte: O autor (2022).

Esta reacdo em meio alcalino é conhecida como reacgdo de Borntrager, onde as quinonas
hidroxiladas se transformam em seus anions fenolatos correspondentes, 0s quais apresentam
cor intensa. Os fenolatos, nada mais sdo que sais e, devido a isso, quando sdo formados migram
da fase organica para a fase aquosa. A alteracdo de cor em meio alcalino, também serve para
diferenciar alguns esqueletos quindnicos, onde as 1,2-diidroxi-antraquinonas apresentarao cor
azul-violeta, enquanto as 1,8-diidroxi-antraquinonas apresentarao cor vermelha, como a que foi
observada nos extratos (FALKENBERG, 2007). Uma proposta para essa reacdo pode ser

observada para a 1,8-diidroxi-antraguinona emodina (FIGURA 28).

Figura 28. Reacdo de Borntrager para a emodina.

OH O OH ONa (0] ONa
CI"O NaOH CI"O
—_—
HsC OH HsC ONa
(e] (0]
Emodina Fenolato

Fonte: Adaptado de Devia-Castillo (2019) e Sousa (2019).
5.4.8 Esteroides livres
Em geral, os esteroides sdo triterpenoides modificados, contendo um sistema tetraciclico

de lanosterol, mas sem as trés metilas em C-4 (2 metilas) e C-14 (1 metila). O colesterol

representa uma tipica estrutura fundamental para essa classe, onde modificacdes adicionais,
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especialmente na cadeia lateral, contribui para a criagdo de uma ampla gama de produtos
biologicamente importantes. Além da cadeia lateral, os grupos funcionais ligados ao nucleo
esteroidal, bem como a estereoquimica dos anéis fusionados sdo significativos para a atribuicédo
de importantes atividades bioldgicas para essa classe de compostos (DEWICK, 2009).

Nas plantas, os esteroides encontram-se na composi¢ao quimica das membranas, sua
principal classe é compreendida pelos fitoesteroides, equivalentes ao colesterol nos mamiferos
(CASTRO, 2018). Os esteroides vegetais sao utilizados no tratamento e prevencao de doencas
cardiovasculares, devido a sua acdo na diminuicdo da absorcdo de colesterol no intestino
(OBARA, 2018).

No teste para identificar esteroides e triterpenos (4.3.3.9), foi observado a transicdo de
cor do azul para o verde permanente apos a adicdo do &cido nos extratos EEFQ e EEFA
evidenciando a presenca dos esteroides livres, ou seja, aqueles que ndo estdo conjugados com
outros grupos, como ésteres e glicosideos. Pose-se observar a evidéncia desses compostos na

Figura 29.

Figura 29. Evidéncia de esteroides livres nos extratos EEFQ (A) e EEFA (B).

Fonte: O autor (2022).

Na reacdo colorimétrica ocorrida no teste de Libermann-Buchard (transi¢cdo do azul para
verde permanente), os reagentes promovem a desidratacdo e desidrogenacdo no sistema de
anéis ciclopentanoperidrofenantreno, formando um esteroide aromético responsavel pelo
desenvolvimento de cor (FERREIRA, 2016). Um exemplo desta reacdo em um esteroide pode

ser observado na Figura 30.
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Figura 30. Reagdo para identificacéo de esteroides.

HOAc/Ac,0
—_—
H,SO4

HO HO,S

Esteroide Acido colestaexaenosulfénico

Fonte: Adaptado de Ferreira (2016).

5.4.9 Heterosideos Saponinicos

Séo glicosideos de esteroides ou terpenos policiclico, o que promove o carater anfifilico
de sua estrutura, caracteristica lipofilica (esteroide ou triterpeno) e hidrofilica (agucares). Nas
plantas, estdo relacionadas ao sistema de defesa, localizando-se nos tecidos mais vulneraveis a
ataques fungico, bacteriano e predatorio dos insetos. Tais atividades estdo relacionadas com sua
interacdo com ester6is de membrana, com isso, sendo indicadas como fitoprotetoras
(FERNANDES et al., 2019).

Esse grupo de substancias tem sido de interesse farmacéutico, seja como adjuvante em
formulagbes, componentes ativos em drogas vegetais ou como matéria prima para a sintese de
esteroides. Muitas saponinas sdo capazes de causar uma desorganizacdo das membranas das
células sanguineas (a¢do hemolitica), ou das células das branquias de peixes (acdo ictiotoxica),
além da sua acdo antifungica e hipocolesterolemiante, devido a complexacdo com esteroides
(SCHENKEL; GOSMANN; ATHAYDE, 2007).

No teste para identificacdo desses compostos (4.3.3.10), o mesmo foi realizado com o
residuo insoluvel em cloroférmio do teste anterior (4.3.3.9), uma vez que a porgao polar
(aclcar) as torna insoluvel em solventes organicos. Apds a dissolucdo do residuo em agua
destilada e a agitacdo vigorosa, foi observada a formacdo de uma espuma persistente nos
estratos EECQ, EEFQ, EECA e EEFA, evidenciando a presenca dessa classe de metabolitos,

como pode-se observar na Figura 31.
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Figura 31. Evidéncia de saponinas nos extratos EECQ (A), EEFQ
(B), EECA (C) e EEFA (D).

Fonte: O autor (2022).

A formacdo da espuma acontece devido as propriedades detergentes das saponinas,
decorrente da sua estrutura anfifilica, a qual tem acdo na diminuigdo da tensdo superficial da
4gua (RIBEIRO, 2012).

5.4.10 Alcaloides

Como jéa discutido, os alcaloides compreendem a classe dos compostos nitrogenados.
Sdo metabolitos secundarios, também conhecidos como bases nitrogenadas, originam-se na
formacdo ou transformacdo da matéria proteica. Apresentam gosto amargo e quase todos tem
carater basico. Nas plantas, agem na protecdo contra insetos, fungos e bactérias. No organismo
humano, devido a sua interacdo com neurotransmissores, atuam como depressores ou
estimulantes do sistema nervoso central (BARRETO, 2018).

No ensaio para a identificacdo desses compostos (4.3.3.11), utilizando o reagente de
Dragendorff, foi observado teste positivo para os extratos EECQ, EEFQ e EECA devido a
formacdo de um precipitado escuro e no EEFA pela turvacdo da amostra, como indica a

metodologia de Matos (2009). Esse teste pode ser observado na figura 32.

Figura 32. Identificacéo de alcaloides nos extratos EECQ (A), EEFQ (B),
EECA (C) e EEFA (D).

Fonte: O autor (2022).




63

Os alcaloides, assim como outras aminas, formam sais complexos com alguns metais,
0s quais podem ser corados e utilizados para identificar essa classe. Varios sdo 0s reagentes
utilizados na deteccdo de alcaloides por precipitacdo, dentre eles, o reagente de Dragendorff
(tetraiodobismuto de potassio), o qual foi utilizado no teste 4.3.3.11 e o reagente de Wagner
(iodo-iodeto de potéssio). Esses precipitados podem ser amorfos ou cristalinos e possuir
coloracao variando do branco ao amarelo-alaranjado. No entanto, é importante ressaltar que
esses precipitados podem ser causados por outras substancias, como proteinas, purinas,
betainas, entre outros. Com isso, a formacéo de precipitado pode indicar apenas uma provavel
presenca de alcaloides nos extratos, enquanto teste negativo indica auséncia (HENRIQUES et
al., 2007).

Devido o provavel falso-positivo, foi realizado outro teste (4.3.3.12), desta vez, pela
metodologia adaptada de Kloss et al., (2016), onde utilizaram-se dois reagentes, o Dragendorff
e o de Wagner. Nessa metodologia, o teste é considerado positivo pela formacéo de precipitado
alaranjado. A partir disso, foi observado teste positivo apenas nos extratos EECQ e EECA,
como pode-se observar na Figura 33. Devido os extratos EEFQ e EEFA testar positivo pela
metodologia do teste 4.3.3.11 e negativo com a metodologia do teste 4.3.3.12, ambos foram

indicados como ndo definidos.

Figura 33. Formacéo de precipitados nos extratos EECQ (A e B) e EECA (C e D) pelos
reagentes de Dragendorff e de Wagner, respectivamente.

N1
utor (2022).

Segundo Sousa (2019), os alcaloides inicialmente sdo protonados pela acdo do acido e,
em seguida, com a adicdo dos reagentes, forma-se um sal complexo, o qual precipita e exibe
uma coloracgdo alaranjada, como mostrado acima na Figura 33. Uma proposta para a reacao

entre um alcaloide protonado e os reagentes podem ser observadas na Figura 34.
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Figura 34. Formacdo de um sal complexo entre um alcaloide e os reagentes de Dragendorff e Wagner.
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Fonte: O autor (2022), com adapta¢des de Sousa (2019).

5.4.11 Cumarinas

Sao heterociclos organicos caracterizados como 1,2-benzopirona, pertencente a classe
dos neoflavonoides. As estruturas desses compostos podem ser identificadas a partir de um
nacleo basico, que consiste em um anel pirano com carbonila na posi¢do 2 fundido a um anel
benzeno (FRANCO et al., 2021). Esses compostos sdo amplamente distribuidos nas plantas
(formas livres e glicosiladas), encontradas comumente nas familias Apiaceae e Rutaceae
(DEWICK, 2009). Dentre as atividades e aplica¢gdes das cumarinas, pode-se citar antioxidante,
anticoagulante, anticancerigena, atuam como inibidores competitivos da vitamina K, como
agente de iluminacao dptica, citotoxicidade seletiva em células tumorais e crescimento celular,
além de ser utilizadas nas industrias de alimento, cosmético e agroquimica (CASTRO, 2018).

No teste para identificacdo desses compostos (4.3.3.12), foi observado teste positivo
para todos os extratos EECQ, EEFQ, EECA e EEFA, a partir da visualizacdo de fluorescéncia

verde em 254 e 365 nm, como pode-se observar na Figura 35.
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Figura 35. Evidéncia de cumarinas a partir de fluorescéncia verde
em UV 254 para 0s EECQ (A) e EEFQ (B) e 365 nm para 0s
extratos EECA (C) e EEFA (D).

Fonte: O autor (2022).

Nesse teste, as cumarinas presente no extrato sao volatilizadas por aquecimento e entram
em contato com o papel de filtro impregnado com solucdo de NaOH 10%. Segundo Kuster e
Rocha (2007), em meio alcalino, as cumarinas rompem o anel lacténico, formando o &cido cis-
O-hidroxicinamico, o qual é convertido em seu isdmero trans na presenca de luz UV,
desenvolvendo fluorescéncia. A reacdo que permitiu a visualizacdo das cumarinas em UV 254

e 365 nm pode ser observada na Figura 36.

Figura 36. Reacdo de formacéo e isomerizagéo do acido cis-hidroxicinamico.

o o OH COOH OH
NaOH Oi/( Luz UV Oi/\/
> _—
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Ac. cis-hidroxicinamico Ac. trans-hidroxicinamico

Fonte: Adaptado de Sousa (2019).

Dentre as classes de metabdlitos relatadas nos testes fitoquimicos, para a espécie C.
hexandra, na literatura ja havia relatos dos constituintes das classes dos flavonoides, esteroides
e taninos condensados para ambos os estratos (EECQ e EEFQ), ja alcaloides e cumarinas
apenas no extrato EECQ (OLMEDO et al., 2007; CARVALHO, 2009; NUNES et al., 2012).
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Portanto, a pesquisa traz novas informacdes sobre a presenca de cumarinas no extrato das folhas
e a presenca de quinonas em ambos o0s extratos.

Ja para a espécie A. rugulosa, a literatura relata apenas esteroides e alcaloides nas folhas
(VENDRAMIN et al., 2013; BRUGINSKI, 2016; PAULA, 2019). Dessa forma, a classe dos
flavonoides, cumarinas e quinonas sdo novos dados para a folha (EEFA). Por outro lado, a
literatura ndo fornece nenhum estudo sobre o caule dessa espécie, com isso, todas as classes de
metabdlitos que deram positivo para o0 EECA (taninos condensados, flavonoides, quinonas,

esteroides livres, heterosideos saponinicos, alcaloides e cumarinas) sao novidades.
5.5 EXTRACAO ACIDO-BASE

Na extracdo acido-base (4.3.4.1), os extratos foram diluidos com HCI 0,1 % a fim de
protonar os alcaloides presentes nos extratos do caule de ambas as espécies. 1sso, pois a maioria
dos alcaloides sdo constituidos por aminas primarias, secundarias e terciarias (DE REZENDE
etal., 2016) e, no meio &cido, sdo protonados e passam a ser sollveis em meio aquoso. Apos a
primeira extracdo, a fase aquosa foi alcalinizada para que os alcaloides percam os prétons e
passem a ter menos afinidade com a agua e, com isso, fez-se a sua extracdo com cloroférmio.
A partir disso, ambos os extratos da primeira (ECICQ-1 e ECICA-1) e segunda (ECICQ-2 e
ECICA-2) extragdo foram submetidos a uma analise preliminar em CCD. A seguir, é possivel
observar na Figura 37, placas reveladas em luz UV 365 nm (A), sulfato cérico (B) (eluicdo em
hexano/AcOEt 8:2) e em Dragendorff (C) (eluicdo em CHCIs/MetOH 9:1), na seguinte ordem
de aplique: ECICA-1/ ECICA-2/ ECICQ-1/ ECICQ-2.

Figura 37. CCD dos extratos ECICQ-1, ECICQ-2, ECICA-1 e ECICA-2
reveladas em UV 365 nm (A), sulfato cérico (B) e Dragendorff (C).
TT— ‘i

Fonte: O autor (2022).
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A partir da revelagdo das placas, observa-se que o ECICA-1 apresenta fluorescéncia
verde e azul em UV 365 nm, uma mancha azul em sulfato cérico, em Dragendorff uma mancha
escura. O ECICA-2 apresentou fluorescéncia azul em UV 365 nm e algumas manchas escuras
(outras mais claras, mas indefinidas) em Dragendorff. O ECICQ-1 apresentou as fluorescéncias
verde e azul em UV 365 nm, manchas marrons claras e pouco definidas em sulfato cérico, e
manchas escuras e claras, mas indefinidas, em Dragendorff. Por fim, o ECICQ-2, apresentou
leve fluorescéncia no ponto de aplique em UV 365 nm e uma mancha alaranjada caracteristica
na placa revelada em Dragendorff.

Quando irradiada por luz UV 365 nm, os flavonoides, dependendo da estrutura, podem
apresentar fluorescéncias amarelo, azul ou verde, mas o azul intenso € mais relacionado as
cumarinas. Ja na revelacdo em sulfato cérico, infere-se que a cor azul se dar por substancias
terpénicas. Por fim, em Dragendorff, a mancha alaranjada indica a presenca de alcaloides
(CHAVES, 1997; PALENCIA, 2004; TANANTA, 2012; SILVA, 2021; HENRIQUES et al.,
2007).

5.5.1 Cromatografia em Coluna (CC) de gel de silica

A Cromatografia em Coluna (CC) é uma técnica onde a fase estacionaria € mantida em
um tubo estreito e a fase movel é forcada através do tubo por pressao ou por efeito da gravidade.
A coluna consiste em um tubo estreito recheado com um solido inerte finamente dividido que
retem a fase estacionaria na sua superficie. A fase movel ocupa 0s espacgos entre as particulas
do sdlido. Inicialmente, a amostra contendo a mistura dos constituintes a serem separados, é
introduzida na “cabega” da coluna, onde os componentes se distribuirdo entre a fase movel e a
estacionaria. Deste modo, a eluicdo ocorrerd forgcando os componentes da mistura através da
coluna, introduzindo a fase mdvel continuamente e, com a diferenga na velocidade com que
cada constituinte desce na coluna, consegue-se coleta-los separadamente (SKOOG et al., 2010).

A amostra ECICQ-1 foi submetida a essa técnica, conforme o fracionamento
cromatografico descrito na Figura 11 (4.3.4.2). Apo0s a coleta das fracdes, analise em CCD e
unido das fragdes similares, um dos grupos de fragcdes (1) foi submetido a purificacdo em mini
coluna (coluna: pipeta de vidro), resultando na primeira substdncia (Substancia 1)
supostamente isolada, com 10,2 mg, a CCD dessa substancia eluida em hexano/AcOEt (8:2)
revelada em luz UV 365 nm e sulfato cérico pode ser observada na Figura 38 (A) e (B),

respectivamente.
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Figura 38. CCD da substancia 1 revelada
em luz UV 365 nm (A) e sulfato cérico (B).

AL O

Fonte: O autor (2022).

Como pode-se observar, a substancia 1 exibe fluorescéncia verde ao ser excitada pela
radiacdo UV 365 nm e em sulfato cérico, ndo mostra nenhuma coloracdo. Com isso, pode-se
inferir que pode se tratar de um flavonoide ou cumarina (TANANTA, 2012; SILVA, 2021;
HENRIQUES et al., 2007). A presenca de cumarinas é largamente relatada para essa espécie,
sendo as principais substancias isoladas (OLMEBO et al., 2007), cerca de 23 de um total de 34.

Outro grupo de fragdes (I1) formaram um precipitado (Figura 39 A), o qual foi lavado
com hexano e acetado de etila, tornando-se mais limpo, podendo ser visualizado como um

precipitado branco cristalino de 27,2 mg (Figura 39 B).

Figura 39. Precipitado do grupo de fragdes Il antes (A) e depois
(B) da lavagem com hexano e acetato de etila.

B 52
)
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Fonte: O autor (2022).

Apos a lavagem, o precitado lavado e as extracdes em hexano e AcOEt foram
submetidas a analise CCD, com eluente CHCI3/MeOH (9:1) e reveladas em luz UV 365 nm e
sulfato cérico. Na figura 40, pode-se observar essa CCD com a seguinte ordem de aplique:

extracdo hexanica/extracdo AcOEt/precipitado lavado.
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Figura 40. CDD revelada em luz UV 365 nm (A) e
sulfato cérico (B) do precipitado e lavagens do grupo
de fracdes II.

S i

Fonte: O autor (2022).

Como pode-se observar, apenas o precipitado lavado apresenta-se fisicamente como um
composto puro (Substancia 2), o qual ndo revelou em UV 365 nm, enquanto apresentou uma
mancha rosa roxeada em sulfato cérico. Segundo Chaves (1997) e Tananta (2012) tal coloracédo
indica a presenca de terpenos. A presenca dessa classe de substancia é relatada na literatura para
essa espécie (LIMA, 2009).

5.5.2 Cromatografia Preparativa (CP) — gel de silica

Muito semelhante a CCD (5.3), a Cromatografia Preparativa (CP) se utiliza da
capilaridade para separar os componentes de uma mistura. O diferencial da CP é a maior
espessura do adsorvente (silica gel), o que permite aplicar uma maior quantidade de amostra e
isolar um componente de interesse. Geralmente, é utilizada para isolar compostos fendlicos,
triterpenos, acidos carboxilicos e acidos graxos. Apés a eluicdo, € recomendavel a utilizacdo de
reveladores ndo destrutivos, como a luz UV, nos comprimentos de 254 e 365 nm, pois uma
grande parte dos produtos naturais possuem grupos (cromdéforos), que absorvem nesses
comprimentos de onda, desenvolvendo fluorescéncia (FERREIRA, 2019 b).

Foi utilizada essa técnica para a amostra ECICA-1, conforme o fracionamento
cromatografico da Figura 12 (4.3.4.2). Apos a eluicdo em hexano/AcOEt (8:2), a placa foi

revelada em luz UV 365 nm, como pode-se observar na Figura 41.
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Figura 41. PC da amostra ECICA-
1 revelada em UV 365 nm.

Fonte: O autor (2022).

ApoOs a extracdo das substancias e analise em CCD, verificou-se que a fracdo
fluorescente mais no topo da placa apresentava um maior grau de pureza, com isso, a mesma
foi submetida a uma purificacdo em minicoluna resultando na substancia 3. A seguir, na Figura
42, verifica-se uma CCD eluida em hexano/AcOEt (8:2), contendo a substancia isolada,

revelada em luz UV 365 nm e sulfato cérico.

Figura 42. CCD da substancia 3 revelada em luz UV 365 nm (A) e
sulfato cérico (B).

B

Fonte: O autor (2022).

Observa-se entdo, a partir da CCD, que a substancia 3 emite fluorescéncia azul intenso
em 365 nm, caracteristico de cumarinas (TANANTA, 2012). Além disso, em sulfato cérico,
aparece um cinza que € caracteristico de agicar (CHAVES, 1997), no entanto, os glicosideos
tornam a substancia muito polar devido as suas hidroxilas, e a substancia 3 foi a mais apolar da
amostra, tendo em vista que se localizava no topo da placa. Desta forma, suponha-se que a
mancha cinza ndo estar relacionado a acucares, mas a algum produto reacional decorrente do

sulfato cérico e o aquecimento.
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Para a determinacéo estrutural inequivoca dos compostos, as substancias isoladas foram
encaminhadas para analises de RMN H e $3C, no Laboratério de Produtos Naturais da UFSCar-
SP.

5.6 AVALIACAO DO TEOR DE FLAVONOIDES TOTAIS

A determinacdo do teor de flavonoides foi realizada por espectrofotometria de absor¢do
molecular. Para as medidas de absorbancia dos extratos, foi adicionado a solucédo de cloreto de
aluminio, que na presenca de flavonoides formar um complexo estavel, o qual absorve um
comprimento de onda especifico (MARCUCCI et al., 2021). A reacdo de complexao dos
flavonoides com o cloreto de aluminio pode ser observada na Figura 43.

Figura 43. Reagdo de complexagcdo flavonoide-Al®*.

A|3+
OH o

OH

AICI, ‘

OH o

o (0]
Flavonoide %z,) y‘Q
A|3+

Complexo Flavonoide A3

Fonte: Adaptado de Marcucci et al. (2021).

Os flavonoides sdo compostos polifendlicos encontrados em vegetais, mas que ndo sao
sintetizados no organismo humano. A importdncia do seu estudo estd relacionada as
propriedades farmacoldgicas dessa classe de compostos, das quais destaca-se a atividade
antioxidante, antiviral, antimicrobiana e anti-inflamatéria (CASTELO et al., 2020). Dessa
forma, foi realizado o teste para determinar o teor de flavonoides totais presente nos extratos
EECQ, EEFQ, EECA e EEFA, conforme a metodologia de Pozzi (2007) com modificagdes

(4.3.5.3). A seguir, na Tabela 6, pode-se observar o teor de flavonoides totais (FLAT) calculado.
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Tabela 6. Teor de flavonoides totais para os extratos das espécies estudadas.

EXTRATOS FLAT (mg de ER/g de extrato)
EECQ 61,38 + 0,11
EEFQ 146,96 + 1,01
EECA 27,08 £ 0,58
EEFA 105,44 £2,11

Fonte: O autor (2022).

A partir dessa tabela, percebe-se que os extratos das folhas de ambas as espécies
apresentaram um teor de flavonoides superior aos caules. A maior concentracao de flavonoides
nos extratos das folhas (EEFQ e EEFA), pode estar relacionada ao fato dos flavonoides
apresentar funcdo de proteger a planta contra o estresse oxidativo causado pela radiacdo UV e,
como as folhas estdo mais expostas, é justificavel as mesmas conter a maior concentracao
desses compostos (COIMBRA, 2019).

Para a espécie A. rugulosa, ndo ha estudos na literatura sobre o teor de flavonoides totais.
Portanto, essa pesquisa contribui com dados inéditos sobre essa classe de compostos na planta.
Para a C. hexandra, Nunes et al. (2012), encontra valores de 30,6 + 0,760 para o caule e 08,0 +
0,307 para as folhas (mg ER/g da amostra seca). Os valores distintos dos encontrados por Nunes
et al. (2012) pode estar relacionado a fatores como luminosidade, temperatura, pluviosidade,
sazonalidade, radiacdo ultravioleta, composicdo atmosférica, além das interacbes bidticas
(MARTINS, 2019). Tais fatores mudam de regido para regido e sdo determinantes,

quantitativamente, na biossintese de metabdlitos secundarios.

5.7 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE PELO METODO DE SEQUESTRO DE RADICAIS
LIVRES (DPPH")

Nesse teste, € monitorado o consumo do radical pela amostra em diferentes
concentracgdes através do decréscimo da absorbancia do DPPH« (2,2-difenil-1-picrilidrazil). A
técnica utilizada, foi espectrofotometria (comentada no item 5.3), onde a absorbancia do radical
foi analisada em 516 nm. O DPPHe, ocorre como um radical livre estavel que reage com
compostos capazes de doar hidrogénio ou elétrons (antioxidantes) resultando na mudanga de
sua coloracdo (FABIANE, 2019). A variacdo de coloracéo ocorre da cor purpura para amarela
devido a reducdo do DPPH-« a 2,2-difenil-1-picrilidrazina (DPPH), tendo como consequéncia,
o decréscimo da absorbancia (SOUSA, 2019). A reacdo de reducdo do DPPHe« pode ser

observada na Figura 44.
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Figura 44. Reacéo de reducéo do DPPHe.
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Fonte: Adaptado de Oliveira, Barbosa e Flores (2021).

A atividade antioxidante de extratos vegetais é largamente estudada por sua importancia
no tratamento e prevencdo de doencas cronicas ndo transmissiveis, como diabetes, obesidade,
doencas cardiovasculares e renais, as quais estdo associadas aos danos causados pelo estresse
oxidativo em biomoléculas. Vegetais ricos em compostos fendlicos tendem a capturar espécies
radicalares, protegendo o organismo contra os danos causados por essas espécies (BARROS et
al. 2021). Dessa forma, foi realizada a avaliacdo da atividade antioxidante do EEFQ pelo
método de sequestro de radicais livre, utilizando o DPPH<, conforme a metodologia de Sousa
et al. (2007). Os demais extratos ainda estdo em analise. O resultado da atividade antioxidante
(AA%) em diferentes concentracdes pode ser observado na Tabela 7, e a cinética da reacdo com

0 EEFQ na concentragdo de 250 pg.mL"! no Grafico 1.

Tabela 7. Teor de inibicdo do DPPHe (AA%) para 0 EEFQ e controles (rutina e BTH) ap6s 30 min de reacéo.

AMOSTRAS
DPPH EEFQ Rutina BTH

AA% * DP

25 ug mLt 18,668 + 1,86 28,41+1,19 25,41+ 1,82
50 ug mL! 27,672 + 2,96 48,79 + 6,60 39,55 + 3,99
100 pg mL* 39,437 £4,53 85,09 + 4,68 61,02 +2,11
150 pg mL* 54,476 £ 5,05 93,72+1,14 73,58 +1,84
200 pg mL! 67,657 + 6,27 93,90 = 0,45 83,03 +2,37
250 pg mL* 75,968 + 5,59 94,14 £ 0,22 89,88 + 0,83

Fonte: O autor (2022).
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Gréfico 1. Comportamento cinético do EEFQ (250 pg mL™) frente ao DPPHe remanescente.
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Fonte: O autor (2022).

A partir da Tabela 7 observa-se que o EEFQ na concentracdo de 250 pg.mL7,
apresentou valores de percentual de atividade antioxidante (AA%) abaixo dos controles
positivos. 1sso, pois os testes fitoquimicos mostraram que a composicao do extrato vai além dos
compostos fendlicos, os quais sdo considerados 0s principais compostos com potencial
antioxidante (DE OLIVEIRA et al., 2021). Apesar disso, Everton et al. (2018), aborda que o
AA% pode ser considerado forte, intermediario e fraco quando inibe acima de 70%, entre 70 e
50% e abaixo de 50%, respectivamente, com isso, o EEFQ apresentou forte potencial
antioxidante.

No Gréfico 1, através da curva dose-resposta correspondente ao decréscimo de %DPPH
remanescente em funcdo do tempo, observa-se que o EEFQ apresenta uma cinética rapida,
tendo em vista que inibiu mais de 50% do radical no primeiro minuto.

O célculo da CEsp forneceu o valor de 144,20 ug.mL* + 21,63 . Pelo mesmo método,
mas metodologias diferentes, Nunes et al. (2012) e Lima (2009) também realizaram o teste
antioxidante frente ao DPPHe, obtendo-se a CEsp de 99,57 pg.mL?! e 12,24 pg.mL7?,
respectivamente. A obtencdo dos extratos pelos autores da literatura e dessa pesquisa, foi
realizada com um percentual diferente de EtOH. A AA%, pode ser influenciada pelo método
de extracdo, e a escolha do solvente pode diminuir ou aumentar a quantidade compostos

fendlicos e, por consequéncia, a atividade antioxidante (TORRES et al., 2018).

5.8 TOXICIDADE FRENTE A Artemia salina
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A A. salina é microcrustdceo de agua salgada pertencente ao nivel trofico de
consumidores primarios. Apresentam baixa tolerancia a alteracbes ambientais e alta
especificidade a interferéncias externas, por esse motivo, é utilizada em diversos estudos de
toxicidade, garantindo resultados nitidos mesmo com pequenas variacdes de qualidade de
ambiente. Com isso, € possivel determinar por ensaios de toxicidade aguda, a Concentracéo
Letal para 50% da populacao teste (CLso) de extratos vegetais (LIMA et al., 2019).

A sociedade utiliza as plantas medicinais com uma idealizacdo equivocada de que, por
ser natural, ndo provoca danos a salde. Muitas substancias quimicas, assim como extratos
vegetais, apresentam um potencial efeito téxico, cujo efeito varia com a concentracdo. Dessa
forma, para garantir a segurancga no uso de uma planta, bem como produtos derivados, como
fitoterapicos e fitofarmacos, se faz necessario a realizagdo de testes que demonstram os niveis
de toxicidade baseada na concentracdo (DA SILVA et al., 2021; PEREIRA; MONTEIRO;
SIQUEIRA, 2020).

A partir disso, foi realizado o teste de toxicidade frente a A. salina para os extratos
EECQ, EEFQ, EECA e EEFA conforme a metodologia de McLaughlin et al. (1991). A seguir,
na Tabela 8, encontram-se o0s valores de (CLsg), a qual foi determinada com um limite de

confianca de 95%.

Tabela 8. Toxicidade dos extratos EECQ, EEFQ, EECA e EEFA
frente a A. salina.

EXTRATOS CLso (g.mL"?)
EECQ 4168,69
EEFQ 80005,71
EECA 199,75
EEFA 1570,36

Fonte: O autor (2022).

Como pode-se observar, 0 EECA apresentou maior toxicidade seguido do EEFA, EECQ
e 0 EEFQ com menor toxicidade. O EEFQ ndo apresentou toxicidade nas concentracdes de
100-2500 pg.mL%, a determinacéo da sua CLso, foi realizada a partir da equacéo y=127,25In(x)-
153,76 e R?=0,9547, obtidos a partir de uma extrapolacéo logaritmica. Senigalia et al. (2020),
destaca que “se a CLso for maior do que 1000 pg/mL, o extrato é considerado atéxico, entre 500
e 1000 pg/mL apresenta baixa toxicidade, entre 100 e 500 pg/mL moderada toxicidade e menor
que 100 pg/mL, alta toxicidade”. Desta forma, os extratos EECQ, EEFQ e EEFA séo
considerados atéxicos, enquanto o EECA é considerado moderadamente téxico. Na literatura,

ndo ha dados referentes a teste de toxicidade frente a A. salina para ambas as espécies.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

As exsicatas das espécies C. hexandra e A. rugulosa foram depositadas no herbario da
Universidade Federal do Delta do Parnaiba sob os nimeros de tombo 6975 e 6976,
respectivamente. Os extratos EECQ (caule/quina-quina), EEFQ (folha/quina-quina), EECA
(caule/anona) e EEFA (folha/anona) apresentaram rendimento de 5,36%; 9,55%; 6,53% e
19,8%, respectivamente.

A CCD apresentou indicativo da presenca de flavonoides para ambos os extratos,
terpenos para os EEFQ, EECA e EEFA, acucares para os EECA e EEFA e cumarinas para o
EECA. Os testes fitoquimicos, revelaram a presenca de taninos flobaténicos, chalconas e
auronas, diidroflavonois, quinonas, heterosideos saponininicos e cumarinas para o EECQ e
EEFQ, os alcaloides foram observados apenas no EECQ, enguanto os esteroides livres apenas
no EEFQ. Para o EECA e EEFA destacaram-se os flavonois, heterosideos saponinicos e
cumarinas, os alcaloides foram identificados apenas no EECA e os esteroides livres apenas no
EEFA. A presenca de cumarinas no EEFQ, quinonas no EECQ e EEFQ, flavonoides, cumarinas
e quinonas no EEFA e taninos condensados, flavonoides, esteroides livres, heterosideos
saponinicos, alcaloides e cumarinas no EECA estdo sendo relatados pela primeira vez.

Por cromatografia em coluna e preparativa, foram isoladas trés substancias. Pelas
analises qualitativas de CCD referem-se a um composto fendlico (cumarina ou flavonoide —
substancia 1/10,2 mg), uma substancia de natureza terpénica (substancia 2/ 27,2 mg) para o
ECICQ uma cumarina (substancia 3/11,4 mg) para o ECICA. Para a determinacéo estrutural
inequivoca dos compostos, as substancias isoladas foram encaminhadas para analises de RMN
'H e RMN *3C, no Laboratério de Produtos Naturais da Ufscar-SP.

No teste para calcular o teor de flavonoides (FLAT), o EECQ, EEFQ, EECA e EEFA
apresentaram 61,38 + 0,11; 146,96 = 1,01; 27,08 £ 0,58 e 105,44 + 2,11 (mg de ER/ g de
extrato), respectivamente. A atividade antioxidante para o EEFQ (250 pg.mL1) foi considerada
forte, pois apresentou AA% de 75,966 + 5,59 e CEso de 144,20 pg.mL* + 21,63. Para o teste
de toxicidade os extratos EECQ, EEFQ e EEFA foram considerados atoxicos, pois
apresentaram ClLso de 4168,69; 80005,71; 1570,36 (ug.mL™1), respectivamente. O EECA
apresentou moderada toxicidade devido a CLso de 199,75 (ug.mL™1). Os valores de FLAT para
0 EECA e EEFA, e a toxicidade frente a A. salina para ambas as espécies estdo sendo relatadas

pela primeira vez.
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Portanto, esse trabalho contribui para o conhecimento quimico-bioldgico das espécies

Coutarea hexandra e Annona rugulosa.
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